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1 UVOD 
 
Po odkritju penicilina leta 1928, so farmacevtske družbe razvijale in sintetizirale vedno več 
novih antibiotikov. Dolgo časa smo bili prepričani, da lahko vse bakterijske okužbe 
enostavno ozdravimo, a se je zaradi široke in nesmotrne uporabe antibiotikov tako v humani 
kot v veterinarski medicini oziroma živilski industriji ter nezadostnih ukrepov bolnišnične 
higiene začelo predvsem v bolnišnicah pojavljati vedno več bolnikov okuženih ali 
koloniziranih z večkratno odpornimi bakterijami (VOB), za katere danes skorajda nimamo 
več učinkovitih protimikrobnih sredstev (Giske, 2015). V 80. letih se je razvoj novih 
antibiotikov upočasnil, saj so bakterije prav proti vsakem razvile odpornost (Seme, 2002). 
Danes se tako vse pogosteje v rabo vračajo stari antibiotiki, kot je na primer kolistin, katerega 
uporabo so v humani medicini omejili zaradi njegove nevrotoksičnosti in nefrotoksičnosti 
(Schwarz in sod., 2016).  
 
Kolistin spada v družino polimiksinov, uporablja pa se za zdravljenje okužb s po Gramu 
negativnimi bakterijami, saj deluje na njihovo zunanjo membrano (Poirel in sod., 2017). Ker 
je kolistin pozitivno nabita molekula, lahko tvori interakcije z negativno nabitimi fosfatnimi 
skupinami lipida A na bakterijski celični steni in tako povzroči celično smrt (Nation in sod., 
2014).  
 
Do nedavnega so bili edini poznani mehanizmi odpornosti proti polimiksinom posledica 
kromosomskih mutacij, s katerimi pa ni možno hitro horizontalno širjenje odpornosti med 
bakterijskimi sevi. Leta 2015 so iz Kitajske poročali o prvem primeru s plazmidom 
posredovane odpornosti proti polimiksinom. Gen mcr-1 so prvič odkrili pri prašičjem izolatu 
Escherichia coli. Zaradi množične uporabe kolistina v veterini, stabilnosti plazmida in 
sposobnosti prenosa na humane patogene ima gen mcr-1 velik potencial, da se hitro razširi 
po svetu in povzroči globalni problem pri zdravljenju okužb z večkratno odpornimi po 
Gramu negativnimi bakterijami (Liu in sod., 2016).  
 
V Sloveniji se z metodo mikrodilucije testira občutljivost za kolistin le pri VOB. S tem 
magistrskim delom smo zato želeli ugotoviti, kakšna je občutljivost slovenskih izolatov 
enterobakterij za kolistin in prisotnost gena mcr-1 ne glede na občutljivost izolata za druge 
antibiotike.  
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1.1 NAMEN DELA 
 
• Določiti občutljivost enterobakterij za kolistin v kliničnih izolatih iz 
osrednjeslovenske regije. 
• Ugotoviti delež proti kolistinu odpornih kliničnih izolatov enterobakterij v 
osrednjeslovenski regiji.  
• Pri izolatih odpornih proti kolistinu preveriti prisotnost gena mcr-1.   
• Določiti MIK50 in MIK90 kolistina pri kliničnih izolatih enterobakterij.  
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• Predpostavljamo, da bo delež proti kolistinu odpornih enterobakterij iz kliničnih 
izolatov v osrednjeslovenski regiji <5 %. 
• Predpostavljamo, da je plazmidno kodirana odpornost proti kolistinu pri kliničnih 
izolatih enterobakterij v Sloveniji redka. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ENTEROBAKTERIJE 
 
Enterobakterije so velika skupina po Gramu negativnih bakterij, ki sodijo v družino 
Enterobacteriaceae. Večina enterobakterij je del človeške in živalske črevesne mikrobiote, 
nahajajo pa se tudi v zemlji, vodi in na rastlinah. Nekatere med njimi lahko povzročijo tudi 
bolezni.  Pri človeku lahko povzročajo črevesne ali zunajčrevesne okužbe, med katerimi je 
najpogostejša okužba sečil z bakterijo E. coli, sledijo pa ji sepsa in doma ali v zdravstvu 
pridobljene pljučnice. Sevi E. coli, ki povzročajo drisko, glede na prisotne virulentne 
dejavnike in patogenetske mehanizme delimo v več skupin kot so npr. enteropatogene, 
enterotoksigene, enteroinvazivne, enteroagregativne, verotoksigene in enterohemoragične 
E. coli. V Sloveniji je E. coli četrti najpogostejši bakterijski povzročitelj drisk, največ prijav 
pa je v starostni skupini mlajših otrok. Klebsiella spp. in Enterobacter spp. sta pomembna 
povzročitelja pljučnice, vse enterobakterije pa lahko povzročijo tudi bakteriemijo. Značilno 
za enterobakterije je, da so po Gramu negativni bacili, ne sporulirajo, so aerobni in 
fakultativno anaerobni organizmi, fermentirajo glukozo, reducirajo nitrate v nitrite in imajo 
encim katalazo, oksidaze pa ne. Patogeni sevi enterobakterij imajo lahko različne virulentne 
dejavnike. Med njimi so zelo pomembne fimbrije, ki bakteriji omogočajo naselitev in 
pritrditev na epitelijsko celico. Vse po Gramu negativne bakterije imajo endotoksin (lipid 
A), ki je sestavni del lipopolisaharidnega sloja v bakterijski celični steni in se sprošča ob 
propadu celice. Nekatere enterobakterije lahko sintetizirajo tudi eksotoksine. Pomemben 
virulentni dejavnik pri nekaterih je tudi sposobnost tvorbe kapsule, ki bakterijo ščiti pred 
fagocitozo in ovira vezavo protiteles na bakterijsko celico. Zmožnost spreminjanja izražanja 
površinskih antigenov bakteriji daje možnost izogibanja imunskemu sistemu. Ostali 
virulentni dejavniki so še: sposobnost preživetja in razmnoževanja znotraj celic, privzemanje 
rastnih faktorjev in odpornost proti baktericidnemu delovanju seruma ter komplementa. 
Odpornost proti protimikrobnim snovem ni pravi virulentni dejavnik, vendar lahko 
pomembno prispeva razraščanju odpornih bakterij v ekoloških nišah, ko bolnik prejema 
antibiotike proti katerim je sev odporen, poleg tega pa lahko, predvsem v primeru zapoznele 
uvedbe učinkovitega antibiotika, prispeva k težjemu poteku okužbe. Identifikacija 
enterobakterij je včasih temeljila predvsem na biokemijskih lastnostih bakterij, danes pa po 
izolaciji na selektivnih gojiščih izolat identificiramo z uporabo masne spektrometrije z 
metodo MALDI-TOF, ki na podlagi masnega spektra ribosomalnih beljakovin identificira 
bakterijsko vrsto (Andlovic, 2002; Jorgensen in sod., 2015; Paterson, 2006).  
 
 
2.2 VEČKRATNO ODPORNE ENTEROBAKTERIJE 
 
Enterobakterije sodijo med najpogostejše povzročitelje okužb pri človeku. Povzročajo 
enostavne okužbe sečil in vse do pljučnice, bakteriemije in meningitisa. Včasih so bile te 
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bakterije občutljive na širok spekter antibiotikov, danes pa se delež VOB povečuje 
(Schwaber in Carmeli, 2008).  Zdravljenje takšnih okužb je dolgotrajno, drago in velikokrat 
neuspešno. Zaradi dolgotrajnega bolnišničnega zdravljenja, se odporni sevi lahko hitro širijo 
med bolniki in povzročajo epidemije (Seme, 2002).  
 
Pri enterobakterijah za večkratno odporen izolat opredelimo tistega, ki je odporen proti trem 
ali več antibiotikom iz različnih razredov (Magiorakos in sod., 2012). Najpogostejšo, 
klinično in epidemiološko najpomembnejšo obliko VOB predstavljajo enterobakterije, ki 
izločajo betalaktamaze razširjenega spektra (ESBL). Največkrat encime ESBL izdelujejo 
bakterije iz vrst E. coli in Klebsiella pneumoniae. Zanje je značilno, da lahko hidrolizirajo 
peniciline, cefalosporine 3. in lahko tudi 4. generacije ter monobaktame, občutljive pa so na 
karbapeneme in cefamicine. Glavni vzrok za pojav encimov ESBL pri enterobakterijah v 
osemdesetih letih prejšnjega stoletja, je bila prekomerna uporaba cefalosporinov 3. 
generacije. Tako je prišlo do mutacij v genih za encime TEM-1, TEM-2 in SHV-1, ki so 
sicer pri enterobakterijah odgovorni za odpornost proti penicilinom in cefalosporinom 1. 
generacije. Nastale mutacije so omogočile razširitev odpornosti proti 2. in 3. generaciji 
cefalosporinov. Konec devetdesetih let prejšnjega stoletja, so se pojavile enterobakterije z 
novo odkritimi CTX-M encimi ESBL, ki izvirajo iz rodu Kluyvera. Razlog  za množično 
razširjanje teh encimov je, da so kodirani na plazmidih, ki se lahko hitreje širijo ter da 
pogosto obstaja korezistenca z aminoglikozidi in kinoloni. Za resne okužbe z ESBL sevi so 
danes najbolj uporabni antibiotiki iz skupine karbapenemov (Canton in sod., 2012, 
Chaidhary in Aggarwal, 2004).  
 
Zaradi pogostejše uporabe karbapenemov, pa se ustvarja ugodno okolje tudi za širjenje proti 
karbapenemom odpornih enterobakterij, ki tvorijo karbapenemaze (CPE). Gre za encime 
betalaktamaze z najširšim spektrom delovanja, ki razgrajujejo karbapeneme, odporne so tudi 
proti klinično uporabnim inhibitorjem betalaktamaz ter aminoglikozidom in 
fluorokinolonom. V osnovi poznamo dve klasifikacijski shemi za betalaktamaze. 
Karbapenemaze po molekularni klasifikaciji po Amblerju ločujemo v 3 skupine glede na 
prisotne aminokisline v aktivnem mestu encima. V skupini A (KPC) in D (OXA-48) so 
serinske betalaktamaze, za katere je značilna aminokislina serin v aktivnem mestu encima, 
v skupini B (VIM, IMP in NDM-1) pa so metalobetalaktamaze, ki za svojo aktivnost 
potebujejo cink (Martinez-Martinez in Gonzales-Lopez, 2014). Bush-Jacoby klasifikacija 
deli karbapenemaze glede na delovanje encima. V 1. skupini so cefalosporinaze, ki so 
aktivne proti cefalosporinom ter odporne proti delovanju inhibitorjev kot je klavulanska 
kislina. Serinske betalaktamaze v 2. skupini se delijo na več podskupin glede na substrat in 
inhibitorje, ki zavirajo njihovo delovanje. Metalobetalaktamaze predstavljajo 3. skupino, 
katerih delovanje inhibirajo kelatorji kovinskih ionov, saj za svoje delovanje nujno 
potrebujejo cink. V primerjavi s serinskimi betalaktamazami, le ti slabo razgrajujejo 
monobaktame, klavulanska kislina ter tazobaktam pa ne zavirata njegovega delovanja (Bush 
in Jackoby, 2010).  
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Izločanje karbapenemaz ni edini mehanizem odpornosti proti karbapenemom. Drugi 
poznani mehanizem in v večjem delu sveta še vedno prevladujoči mehanizem, je izločanje 
ESBL ali betalaktamaz AmpC in hkratna izguba porinov zunanje membrane in s tem otežen 
dostop do tarčnega mesta ali pa povečano izločanje antibiotika iz celice s pomočjo črpalk 
(Nordmann in sod., 2012). Proti karbapenemom odporne bakterije danes predstavljajo veliko 
grožnjo, da se približamo stanju pred odkritjem antibiotikov. Zaradi njih se namreč vračamo 
k uporabi rezervnih, večinoma starih antibiotikov in s tem omogočamo nastanek bakterij 
odpornih proti vsem znanim antibiotikom (Paterson, 2006; Štrumbelj in sod., 2013). 
 
Največ izolatov enterobakterij, ki izločajo karbapenemaze, so do sedaj zabeležili v Grčiji, 
Turčiji, Italiji in na Malti (Slika 1). Te države redno izolirajo CPE pri bolnikih iz večine 
bolnišnic v državi (Pirš in sod., 2013). Predvsem problematična je vrsta K. pneumoniae, pri 
kateri je v teh državah lahko odpornih kar do 62,3 % izolatov. V Sloveniji je delež proti 
karbapenemom odpornih bakterij pod 1 %. Islandija, Črna Gora in Makedonija pa o primerih 
CPE še niso poročale (ECDC, 2016). 
 
 
Slika 1: Pojavnost po Gramu negativih bakterij, ki izločajo karbapenemaze (Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli) v 38 evropskih državah, v mesecu maju, leta 2015 (ECDC, 2016) 
 
 
2.3 KOLISTIN 
 
Kolistin je polipeptidni antibiotik, ki sodi v skupino polimiksinov. Leta 1947 so ga izolirali 
iz bakterije Paenibacillus polymyxa subsp. colistinus (Poirel in sod., 2017). Za zdravljenje 
so ga pričeli uporabljati leta 1958, kmalu pa so ugotovili, da je izredno nefrotoksičen in 
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nevrotoksičen. Na tržišče so prišli manj toksični in bolj učinkoviti antibiotiki, zato se je 
uporaba omejila na zdravljenje okužb pri bolnikih s cistično fibrozo (predvsem v obliki 
inhalacijske terapije) in za selektivno dekontaminacijo črevesja pri bolnikih na intenzivnih 
oddelkih (Falagas in sod., 2005; Schwarz in Johnson, 2016). Danes se kolistin ponovno 
vrača v uporabo zaradi pojava proti karbapenemom odpornih po Gramu negativnih bakterij 
(Karaiskos in sod., 2014).  
 
 
2.3.1 Zgradba 
 
Polimiksini sodijo v skupino polipeptidnih antibiotikov, ki nastanejo v procesu fermentacije. 
Slika 2 prikazuje, da so sestavljeni iz cikličnega peptida, ki vsebuje sedem L- ali D- 
aminokislin, med katerimi prevladuje ,  - diaminobutirična kislina (L-DAB). L-DAB daje 
polimiksinom pozitivni naboj pri pH=7,4. Na obroč je z amidno vezjo pripeta še tripeptidna 
stranska veriga. Stranska veriga  se kovalentno veže z maščobnokislino preko acilne skupine. 
Najpogostejši maščobni kislini sta 6-metiloktanojska kislina in 6-metilheptanojska kislina. 
Lipofilni rep in hidrofilni obroč dajeta antibiotiku amfipatični značaj in mu tako omogoča 
topnost v lipidnih membranah bakterij in vodi (Evans in sod., 1999; Velkov in sod., 2013; 
Kwa in sod., 2007). 
 
 
Slika 2: Kemijska struktura polimiksina E – kolistin in polimiksina B (Kurt in sod., 2016) 
 
V klinične namene se uporabljata dve obliki polimiksinov in sicer kolistin (polimiksin E) in 
polimiksin B. Obe obliki sta na voljo le v ZDA, Maleziji, Braziliji in Singapurju (Velkov in 
sod., 2013). Glavni komponenti kolistina sta kolistin A in kolistin B, polimiksin B pa je 
sestavljen iz polimiksina B1 in polimiksina B2. Glavna razlika med njima je v le eni 
aminokislini v peptidnem obroču. Polimiksin B vsebuje fenilalanin, medtem ko je v kolistinu 
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levcin. Raznolikost med njima se veča tudi z dolžino maščobnokislinske verige. Polimiksin 
B se lahko injicira direktno, saj je v aktivni obliki. Kolistin pa je na voljo v dveh oblikah in 
sicer kot kolistinijev sulfat za oralno uporabo pri dekontaminaciji prebavnega trakta in za 
topikalno zdravljenje okužb kože ter kot neaktivno predzdravilo natrijev kolistimetat (CMS) 
za parenteralno zdravljenje. CMS nastane z reakcijo, pri kateri amino skupina na ,  - 
diaminobutirični kislini reagira s formaldehidom in NaHSO3. Po aplikaciji se nato in vivo 
pretvori v aktivni kolistinijev sulfat (Karaiskos in sod., 2014, Li in sod., 2006, Bialvaei in 
sod., 2015). Količina pretvorjenega CMS v kolistinijev sulfat je pri bolnikih z normalnim 
delovanjem ledvic nizka (20-25 %), saj je izločanje CMS preko ledvic veliko bolj učinkovito 
od sproščanja kolistinijevega sulfata iz telesa. Pri bolnikih, zdravljenih s CMS, je zaradi 
njegove pretvorbe v ledvicah tako v seču velika količina CMS in tudi kolistina. Zaradi tega, 
je potrebno v telo injicirati od 4-5x več CMS v primerjavi z aktivnim polimiksinom B, da v 
plazmi dosežemo koncentracijo potrebno za protibakterijsko delovanje (Nation in sod., 
2014).  
 
 
2.3.2 Mehanizem delovanja 
 
Tarča polimiksinskih antibiotikov je zunanja membrana pri po Gramu negativnih bakterij 
(Poirel, 2017). Zgradbo celične stene po Gramu negativnih in po gramu pozitivnih bakterij 
prikazuje slika 3. Celična stena pri po Gramu negativnih bakterijah je sestavljena iz tankega 
sloja peptidoglikana v periplazemskem prostoru med zunanjo in citoplazemsko membrano. 
Zunanja membrana je zgrajena iz fosfolipidnega dvosloja, v katerega so vgrajeni proteini, ki 
omogočajo transport snovi med celico in zunanjim okoljem. Polisaharidi so povezani z lipidi 
v zunanji membrani in tako tvorijo lipopolisaharid ali LPS. LPS je zgrajen iz lipida A, 
središčnega polisaharida in terminalnega polisaharida. Lipid A sestavljajo fosforiliran 
glukozamin in nanj vezane maščobne kisline, ki so ključne pri vezavi na zunanjo celično 
membrano. Lipid A je endotoksin, ki se sprosti ob lizi bakterijskih celic zaradi delovanja 
imunskega sistema in tako v gostitelju povzroči simptome kot so vročina, driska ali celo 
septični šok. Središčni polisaharid je sestavljen podobno pri vseh po Gramu negativnih 
bakterijah, najbolje pa je bil preučen pri bakterijah Salmonella spp. Pri njih je središčni 
polisaharid sestavljen iz ketooksioktanata, ki se pripenja na lipid A, in je sestavljen iz 
različnih heptoz, glukoze, galaktoze in N-acetilglukozamina. Terminalne polisaharide 
največkrat sestavljajo tri-, tetra- ali pentasaharidne enote, ki se do 25-krat ponovijo. Ti 
polisaharidi se po sestavi med po Gramu negativnimi bakterijami močno razlikujejo in imajo 
zaradi njihove zunanje lege, vlogo, da izzovejo močan protitelesni imunski odziv, zato jih 
imenujemo tudi antigeni po Gramu negativnih bakterij (Ihan, 2002; Madigan in sod., 2012).  
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Slika 3: Primerjava bakterijske stene med po Gramu negativnimi in po Gramu pozitivnimi bakterijami  
 (Gebel Berg, 2015) 
 
Kolistin je zaradi , - diaminobutirično kislinskih ostankov v peptidnem obroču pozitivno 
nabita molekula in lahko tako tvori interakcije z negativno nabitimi fosfatnimi skupinami 
lipida A v lipopolisaharidu. Zaradi interakcij tako pride do odstranitev divalentnih kationov 
(Ca2+, Mg3+), ki sicer stabilizirajo LPS in vezave hidrofobnih N-terminalnih 
maščobnokislinskih repov kolistina v zunanjo membrano (Nation in sod., 2014). Posledica 
teh povezav je povečana permeabilnost celične membrane, kar vodi do celične smrti. 
Polimiksini se lahko vežejo tudi na lipid A in tako nevtralizirajo njegov endotoksični učinek. 
Prav tako so sposobni inhibirati življenjsko pomembne respiratorne encime za celico (Poirel 
in sod., 2017).  
 
 
2.3.3 Odmerjanje in stranski učinki  
 
Obstoječi preklinični in klinični farmakokinetični (FK) ter farmakodinamični (FD) podatki 
o kolistinu so večinoma stari in pomanjkljivi, današnji režimi odmerjanja ne temeljijo na 
zanesljivih FK/FD podatkih. Klinične izkušnje in rezultati raziskav, objavljenih v zadnjih 
letih, kažejo da je nujno potrebno posodobiti informacije o zdravilu, predvsem o indikacijah, 
priporočilih za odmerjanje in pridobiti dobre FK/FD podatke. Odmerjanje učinkovine se 
razlikuje med pacienti z normalnim in oslabljenim delovanjem ledvic. Odmerek mora biti 
prilagojen tako, da doseže maksimalno protimikrobno delovanje, a hkrati prispeva k 
minimalnemu razvoju odpornosti pri bakterijah ter ima čim manj stranskih učinkov. 
Trenutno je priporočen odmerek za bolnike z normalnim delovanjem ledvic 9 milijonov 
internacionalnih enot (i.e.) CMS na dan v 2 do 3 deljenih odmerkih. Potreben pa je tudi 
začetni višji odmerek, da se hitreje vzpostavi ravnovesje za delovanje zdravila. Priporočena 
količina začetnega odmerka za bolnike v kritičnem stanju je 9 milijonov i.e. CMS. Pri 
bolniki z oslabljenim delovanjem ledvic, so odkrili povišane koncentracije kolistina v 
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plazmi, kar je posledica slabšega odstranjevanja CMS iz telesa ter povečane pretvorbe CMS 
v kolistin. Pri njih je priporočen odmerek odvisen od stopnje ledvične odpovedi (EMA 2014; 
Poirel in sod., 2017).  
 
Nedavne študije o nefrotoksičnem in nevrotoksičnem delovanju polimiksinov so pokazale, 
da je parenteralna uporaba CMS danes manj škodljiva kot so mislili včasih. Možni razlog za 
takšne razlike bi lahko bili, da so CMS namenjeni za intramuskularno injiciranje, ki je 
vseboval tudi nefrotoksične sestavine uporabljali za intravenozno injiciranje. Prav tako so 
bili včasih odmerki CMS veliko višji od današnjih, poznavanje in prepoznavanje zapletov, 
povezanih z uporabo kolistina, je bilo pomanjkljivo. Danes se posebej izogibajo uporabi 
kolistina skupaj z ostalimi nefrotoksičnimi učinkovinami ob spremljanju ledvične funkcije. 
Mehanizem nefrotoksičnosti kolistina temelji na povečani prepustnosti membrane celic. 
Kolistin z vezavo na bakterijske celice, le te uniči. Pri procesu celične smrti se v okolje 
izločajo kationi in anioni, ki uničujejo epitelij sečnega mehurja. Toksičnost kolistina za 
ledvica je predvsem odvisna od koncentracije in časa izpostavitve polimiksinom in 
izločenim divalentnim kationom. Prav tako je tudi nevrotoksičnost kolistina odvisna od 
količine odmerka, a je redkejša od nefrotoksičnosti. Znaki so lahko vrtoglavica, zmedenost, 
občutek mravljinčenja, nevromuskularna blokada, lahko pa pride tudi do dihalne odpovedi. 
Mehanizem nevrotoksičnega delovanja kolistina je povezan interakcijami polimiksinov z 
nevroni, ki vsebujejo velik delež lipidov (Falagas in Kasiakou, 2006).  
 
 
2.3.4 Uporaba 
 
Kolistin sodi med širokospektralne antibiotike, saj deluje na večino po Gramu negativnih 
bakterij. V nizkih koncentracijah delujejo bakteriostatično, pri višjih pa baktericidno. Deluje 
proti večini bakterij iz družine Enterobacteriaceae in tudi proti bakterijam z encimi ESBL 
in bakterijam odpornim proti karbapenemom. Prav tako deluje na nefermentativne po Gramu 
negativne bakterije, kot so Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii in 
Stenotrophomonas maltophilia (Karaiskos in sod., 2014).  
 
Enterobakterije kot so Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp., Serratia 
marcescens in Edwardsiella spp. so intrinzično odporne proti polimiksinom. Prav tako so 
proti polimiksinom intrinzično odporne Burkholderia cepacia, rodovi Chromobacterium, 
Brucella, Legionella, Campylobacter in Vibrio cholerae. Polimiksini ne deluje na po Gramu 
pozitivne bakterije, anaerobne bakterije in po Gramu negativne koke (Poirel in sod., 2017).  
 
Takoj po odkritju kolistina leta 1947, se je ta začel množično uporabljati v humani medicini 
za okužbe povezane s po Gramu negativnimi bakterijami. Desetletja se je uporabljal za 
zdravljenje okužb prebavnega trakta, urinarnega trakta in dekontaminacijo črevesja. V 
topikalni obliki se je antibiotik uporabljal tudi za zdravljenje okužb oči in ušes. Zaradi 
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njegove toksičnosti, so ga leta 1970 zamenjali novejši, manj toksični antibiotiki, kot so 
betalaktami, aminoglikozidi in kinoloni. V 90. letih se je kolistin ponovno vrnil v rabo, 
zaradi povečanega števila večkratno odpornih po Gramu negativnih bakterij, kot so K. 
pneumoniae, A. baumanii in P. aeruginosa, za katere ni bilo na voljo nobenega novejšega in 
manj toksičnega antibiotika (Bialvaei in sod., 2015).   
 
 
Slika 4: Prikaz porabe polimiksinov v evropskih država od leta 1997 do 2015 v humani medicini (ECDC, 
2017) 
 
Na sliki 4 je razvidno, da se je v večini evropskih držav v zadnjih letih uporaba polimiksinov 
v humani medicini povečala, kar sovpada s povečanim deležem večkratno odpornih po 
Gramu negativnih bakterij. Grčija in Italija spadata med največje porabnike polimiksinov, 
kar je odraz problema razširjenosti VOB med po Gramu negativnimi bakterijami v teh 
državah (ECDC, 2017).  
 
Kolistin se veliko uporablja tudi v veterini in je na petem mestu (7,0 %) najbolj prodajanih 
antimikrobnih sredstev za rejne živali v Evropi, takoj za tetraciklini, penicilini, sulfonamidi 
in makrolidi. Najpogosteje se kolistin uporablja pri zdravljenju okužb gastrointestinalnega 
trakta z E. coli in Salmonella spp. pri prašičih in perutnini. V Evropski Uniji je uporaba 
antibiotikov kot rastnih promotorjev prepovedana že več kot 10 let, v številnih predelih sveta 
pa se še vedno uporabljajo kot spodbujevalci rasti, predvsem pri mladih prašičih, katerih 
bolezni bi privedle do velikih ekonomskih izgub (Kempf in sod., 2013). Kolistin se pri 
živalih največkrat daje v obliki praškov in oralnih raztopin skupaj s hrano ali vodo. V Belgiji 
,
,
,
,
,
,
,
,
,
,
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pri prašičjereji kar 30,0 % uporabljenih antimikrobnih sredstev predstavlja kolistin, pri reji 
goveda pa 15,0 %. V Sloveniji je delež porabe kolistina 0,2 % antimikrobnih sredstev za 
rejne živali. Iz slike 5 je razvidno, da sta največji celokupni porabnici kolistina v Evropi 
Španija in Italija (ESVAC, 2016).  
 
Kljub široki uporabi kolistina v veterini, je zaenkrat stopnja odpornosti pri sevih E.coli 
osamljenih pri zdravih živalih pod 1,0 %. Ker obstaja možnost prenosa odpornosti iz živali 
na ljudi, je nujno potreben nadzor odpornosti sevov pri rejnih živali in omejitev uporabe 
polimiksinov v veterini le na zdravljenje tistih živali s kliničnimi znaki bolezni, ne pa kot 
profilaktično zdravljenje (Catry in sod., 2015).   
 
 
Slika 5: Prikaz uporabe polimiksinov v veterini v Evropskih državah v mg/PCU, v letu 2014 (PCU= ang. 
population correction unit) (ESVAC, 2016) 
 
 
2.4 PRIDOBLJENI MEHANIZMI ODPORNOSTI ENTEROBAKTERIJ PROTI 
KOLISTINU 
 
2.4.1 Modifikacija lipopolisaharida preko dvokomponentnega sistema 
 
Najpogostejši modifikaciji lipopolisaharida sta vezava 4-amino-4-deoksi-L-arabinozo (L-
Ara4N) ali pa fosfoetanolamina (PEtN) na fosfatno skupino v lipidu A. Obe modifikaciji 
znižata neto negativni naboj in tako zmanjšata afiniteto pozitivno nabitih polimiksinov. Za 
modifikacijo LPS-a so pomembni okoljski dejavniki in mutacije v dvokomponentnih 
sistemih PhoP/PhoQ in PmrA in PmrB, ki pripomorejo h konstitutivni aktivaciji sistema in 
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kontinuiranemu izražanju genov za modifikacijo LPS (slika 6). PmrB je senzor, ki ga 
aktivira povečana koncentracija Fe3+ ionov in znižan pH, medtem ko PhoQ senzor aktivirajo 
zmanjšane koncentracije Mg2+ in Ca2+.  Po aktivaciji s fosforilacijo aktivirata regulacijska 
proteina PmrA oziroma PhoP. Aktiviran dvokomponentni sistem PmrA/PmrB poveča 
izražanje operona pmrCAB in arnBCADTEF, kar privede do sinteze in transferja PEtN in L-
Ara4N na lipid A. PhoP/PhoQ sistem je posredni aktivator PmrA/PmrB sistema preko PmrD. 
Ta inhibira defosforilacijo PmrA in tako omogoča transkripcijo operona. Tak mehanizem 
rezistence je najbolje raziskan pri bakteriji Salmonella Typhimurium in se pri ostalih 
enterobakterijah malenkost razlikuje. E. coli ima prisotna oba dvokomponentna sistema, a 
PhoP in PhoQ sistem ne aktivira PmrA/PmrB sistema. Namesto PEtN pa na fosfatne skupine 
dodaja 2-aminoetanol. Pri K. pneumoniae so ugotovili, da dvokomponentni sistem aktivira 
prisotnost polimiksinov v okolju in mutacije v pmrA in pmrB genih. Pred kratkim so odkrili, 
da mutacije v mgrB genu, ki drugače inhibirajo PhoQ senzor in s tem zavre ekspresijo genov 
za modifikacijo lipida A, igrajo pomembno vlogo pri odpornosti proti kolistinu pri K. 
pneumoniae (Falagas in sod., 2010; Olaitan in sod., 2014).  
 
Slika 6: Aktivacija PmrA/PmrB in PhoP/PhoQ dvokomponentnih sistemov (Falagas in sod., 2010) 
 
 
2.4.2 Kapsula in membranske črpalke 
 
Pri K. pneumoniae je pri odpornosti pomembna tudi tvorba kapsule in njena zmožnost 
sproščanja iz celične površine. Tako se kapsularni polisaharidi, ki so negativno nabiti vežejo 
na kationske polimiksine in zmanjšajo njihovo koncentracijo v okolici bakterijske celice. 
Nekateri trdijo, da naj bi prisotnost polimiksina celo povečala izražanje genov za produkcijo 
kapsule (Olaitan in sod., 2014). 
 
Pri K. pneumoniae so ugotovili, da tudi membranske črpalke pripomorejo k odpornosti proti 
polimiksinom. V študijah so ugotovili, da mutacije v genih za črpalke (acrB), močno 
povečajo občutljivost za polimiksine. Prav tako so pri mutanti KpnEF (mutacija gena za 
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membransko črpalko) dokazali, da je bolj občutljiva za kolistin v primerjavi z divjim tipom 
K. pneumoniae (Olaitan in sod., 2014).  
 
 
2.4.3 Plazmidno kodirana odpornost proti kolistinu 
 
Leta 2015 so iz Kitajske prvič poročali o plazmidno kodirani odpornosti proti kolistinu pri 
rejnih živalih. Med rutinsko raziskavo protimikrobne odpornosti E. coli pri rejnih živalih, so 
pri prašičjem sevu E. coli SHP45, odkrili plazmid z genom mcr-1 (Liu in sod., 2016).  
 
Plazmid pHNSHP45 je velik 64015 bp in ima 43,0 % G-C baznih parov. Ima 60 odprtih 
bralnih okvirjev, izmed katerih je mcr-1 dolg 1626 bp. Gen mcr-1 kodira encim 
fosfoetanolamin transferazo, ki deluje tako, da doda fosfoetanolamin na lipid A in s tem 
zniža neto negativni naboj lipopolisaharida in tako onemogoči vezavo kationskega 
polimiksina na lipid A. Pri genskih analizah so ugotovili, da bi lahko bil glavni rezervoar 
gena mcr-1 rod Moraxella, ki ima vse potrebne genetske lastnosti za mobilizacijo gena mcr-
1 (Kieffer in sod., 2017; Liu in sod., 2016). 
 
Pred odkritjem plazmidno kodirane odpornosti, smo odpornost proti kolistinu pripisovali le 
kromosomskim mutacijam, ki vodijo v modifikacijo lipida A. Takšen način odpornosti je 
nestabilen, vpliva negativno na fitnes bakterij in se prenaša le iz generacije v generacijo 
(vertikalni prenos genov). Plazmidno kodirana odpornost pa je zelo stabilna, tudi če ni 
prisotnega selektivnega pritiska s polimiksini. Ima visoko frekvenco prenosa med 
enterobakterijami, sposobna se je širiti v epidemične seve enterobakterij in in vitro tudi v P. 
aeruginosa, kar nakazuje na to, da obstaja velika verjetnost, da se bo mcr-1 hitro razširil v 
ključne človeške patogene (Schwarz in Johnson, 2016; Liu in sod., 2016).  
 
Med leti 2011-2014 so na Kitajskem pri 15,0 % izolatih E. coli iz vzorcev surovega mesa, 
21,0 % izolatih E. coli iz vzorcev rejnih živali in pri 1,0 % izolatih E. coli pacientov z 
okužbami, našli E. coli s plazmidno kodirano odpornostjo proti kolistinu. Glede na višjo 
prevalenco gena mcr-1 med živalskimi v primerjavi s človeškimi izolati obstaja velika 
verjetnost, da se je odpornost razširila iz živalskih na človeške izolate. Predvidevajo, da 
količina kolistina uporabljenega pri vzreji rejnih živali, daje prednost bakterijam, ki imajo 
gen mcr-1, da preživijo in se razširjajo. Zato je nujno potrebno omejiti rabo polimiksinov v 
kmetijstvu v predelih sveta, kjer se uporablja kot rastni promotor (Liu in sod., 2016). 
 
Od razkritja nukleotidnega zaporedja gena mcr-1, so v več kot 30 državah po svetu poročali 
o plazmidno kodirani odpornosti pri ljudeh, živalih in v okoljskih vzorcih. Slika 7 prikazuje 
razširjenost gena mcr-1 po svetu v humanih izolatih. V sklopu programa SENTRY 
(protimikrobni nadzorni program), ki spremlja spremembe odpornosti patogenov, so v letih 
2014-2015 spremljali prisotnost gena mcr-1 po celem svetu. Med 390 izolati E. coli in K. 
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pneumoniae, ki so jih opredelili kot odporne proti kolistinu (MIK >4 g/ml), jih je imelo 19 
(4,9 %) plazmid z zapisom za gen mcr-1. Vseh 19 izolatov je pripadalo vrsti E. coli (Al-
Tawfiq in sod., 2017; Castanheira in sod., 2016).  
 
 
Slika 7: Razširjenost gena mcr-1 po svetu v humanih izolatih junija 2016 (Xavier in sod., 2016) 
 
Junija 2016, so v Belgiji odkrili gen mcr-2. Še drug plazmidno kodiran gen za odpornost 
proti kolistinu, ki ima 76,6 % podobnost v nukleotidnem zaporedju z mcr-1. Prav tako gre 
za gen, ki kodira encim fosfoetanolamin transferazo. Izolirali so ga iz vzorcev govedine in 
prašičev in ugotovili, da je pojavnost gena mcr-2 v prašičjih izolatih večja od pojavnosti 
gena mcr-1. Gen mcr-2 so identificirali v 23,0 % izolatih E. coli, mcr-1 pa pri 12,0 %. Glede 
na filogenetsko analizo, obstaja veliko dokazov, da gen mcr-2 izvira iz bakterije Moraxella 
catarrhalis. Te bakterije so naravno odporne proti polimiksinom in tako predvidevajo, da je 
prišlo do medgenskega prenosa gena mcr-2 med Moraxella spp. in E. coli (Xavier in sod., 
2016; Al-Tawfiq in sod., 2017).  
 
Junija 2017 so iz Kitajske poročali še o genu mcr-3, kodiranem na konjugativnem plazmidu 
seva E. coli pri prašičjem izolatu iz vzorca blata. Odkrili so 250-kb velik plazmid pWJ1 z 
zapisom za mcr-3, ki ima 45 % podobnost v nukleotidnem zaporedju z mcr-1.  Prav tako gre 
za gen, ki kodira encim fosfoetanolamin tranferazo, ki je v tesnem sorodstvu s trasferazami 
iz družine Enterobacteriaceae in rodu Aeromonas. Ker so vrste iz rodu Aeromonas in 
enterobakterije ubikvitarne, obstaja velika verjetnost širjenja gena mcr-3 na pomembne 
človeške patogene (Yin in sod., 2017). 
 
Plazmidno kodirana odpornost proti kolistinu zaradi možnosti hitrega širjenja s 
horizontalnim genskim prenosom predstavlja velik javnozdravstveni problem po celem 
svetu. Omejuje možnosti zdravljenja bolnikov okuženih z VOB in lahko tako dodatno 
Teržan T. Občutljivost slovenskih izolatov enterobakterij za kolistin. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
15 
zvišuje umrljivost. Zaradi pomanjkanja razvoja novih antibiotikov, je ključno, da 
spremljamo širjenje odpornosti in omejujemo uporabo kolistina (Al-Tawfiq in sod., 2017). 
 
 
2.5 NARAVNA (INTRINZIČNA) ODPORNOST PROTI KOLISTINU 
 
Kar nekaj po Gramu negativnih bakterij je naravno odpornih proti polimiksinom. Med te 
sodijo Proteus spp., Providencia spp., Morganella morganii, Serratia spp., Edwardsiella 
tarda in Burkholderia cepacia kompleks. S svojo značilno sestavo celične stene namreč 
preprečujejo antibiotiku prodor do tarčnega mesta delovanja. 
 
Lipid A pri Proteus mirabilis vsebuje L-Ara4N, kar pripomore k naravni odpornosti za 
polimiksine. Prav tako, bi naj genom vseboval eptC gen, ki je ključen pri modifikaciji 
lipopolisaharidnega sloja s PEtN. Podobne lastnosti so našli tudi pri vrsti M. morganii, ki je 
sicer sorodna Proteus spp. Pri Serratia marcescens so odkrili konstitutivno izražen 
arnBCADTEF operon, ki sproži dodajanje PEtN ali L-Ara4N na lipid A in tako prepreči 
vezavo polimiksinov (Olaitan in sod., 2014).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 BAKTERIJSKI IZOLATI 
 
V raziskavo smo vključili 409 klinično pomembnih izolatov vrst/rodov enterobakterij, ki 
niso intrinzično odporne proti kolistinu in so bile osamljene iz vzorcev seča, spodnjih dihal 
in črevesja. Gre za enterobakterije vrst E. coli, K. pneumoniae ter rodu Enterobacter in 
Citrobacter. Vzorci so bili od bolnikov hospitaliziranih v UKC Ljubljana, Splošni bolnišnici 
Trbovlje, na Onkološkem inštitutu ali obravnavani v zdravstvenih domovih na področju 
osrednjeslovenske regije. Naključne izolate smo zbirali dvakrat tedensko (ponedeljek in 
sreda), v obdobju od marca do junija 2017. V testiranje smo vključili samo po en izolat iste 
vrste na enega bolnika. 
 
 
3.2 TESTIRANJE OBČUTLJIVOSTI BAKTERIJSKIH IZOLATOV 
 
3.2.1 Opredelitev MIK za kolistin  
 
Občutljivost izbranih izolatov smo testirali s pomočjo mikrodilucijske metode in na ta način 
določili minimalne inhibitorne koncentracije za kolistin. Za testiranje smo uporabljali 
mikrotitrske plošče BRANDplates (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Germany) in 
kolistinijev sulfat (v nadaljevanju kolistin) proizvajalca Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA.  
 
Razpon koncentracij kolistina, ki smo jih testirali v mikrotitrski ploščici, je prikazan v 
preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Koncentracije kolistina, ki smo jih testirali pri izolatih enterobakterij 
 
Koncentracije kolistina (µg/mL) 
0,064 
0,125 
0,25 
0,5 
1 
2 
4 
8 
16 
32 
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3.2.2 Testiranje občutljivosti za druge antibiotike, opredelitev prisotnosti 
betalaktamaz z razširjenim spektrom delovanja in karbapenemaz 
 
Pri izbranih izolatih smo iz rutinske diagnostike Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo 
(IMI), Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani pridobili rezultate o občutljivosti za druge 
antibiotike ter prisotnosti encimov ESBL in karbapenemaz.  
 
Občutljivost izolatov enterobakterij so v laboratoriju določali z disk difuzijsko metodo, kjer 
so za po Gramu negativne bakterije testirali naslednje antibiotike: ampicilin, amoksicilin s 
klavulansko kislino, tazobaktam, cefuroksim, cefepim, cefotaksim (CTX), ceftazidim 
(CAZ), cefiksim, ertapenem, imipenem, meropenem, norfloksacin, ciprofloksacin, 
levfloksacin, gentamicin, amikacin, nitrofurantoin, trimetoprim s sulfametoksazolom. 
Rezultati so bili interpretirani po interpretacijskih kriterijih za občutljivost enterobakterij, 
postavljenih s strani EUCAST (EUCAST, 2017).  
 
Prisotnost encimov ESBL pri testiranem izolatu s pozitivnimi presejalnimi testi CTX (< 21 
mm) in/ali CAZ (< 22 mm), potrdimo s tako imenovanim testom s kombiniranimi diski 
(angl. Combination disk test, CDT), pri katerem primerjamo velikost cone okoli diska s 
tarčnim cefalosporinom (CTX in CAZ) ter velikost cone okoli diska, ki vsebuje kombinacijo 
tarčnega cefalosporina s klavulansko kislino, ki in vitro zavira delovanje encimov ESBL 
(cefotaksim s klavulansko kislino – CTX/CLA in ceftazidim s klavulansko kislino – 
CAZ/CLA). Test je pozitiven, če je premer inhibicijske cone okrog kombiniranega disk za 
5 mm ali več večji od premera cone okrog diska, ki vsebuje samo cefalosporin (SKUOPZ, 
2013a; EUCAST, 2013). 
 
Prisotnost karbapenemaz preverjamo kadar je pozitiven presejalni test - cona 
meropenemskega diska (MEM) < 27 mm. Izvajamo več potrditvenih testov. S kombinacijo 
karbapenema in karbapenema z inhibitorjem karbapenemazne aktivnosti preverjamo 
prisotnost karbapenemaz skupine A (inhibitor je boronična kislina) in B (inhibitor je kelator 
kovin, dipikolinična kislina), dokazovanje karbapenemaz skupine D s tem testom ni možno. 
Če dokažemo povečanje cone med meropenemom z boronično kislino v primerjavi s čistim 
meropenemom, gre verjetno za karbapenemazo iz skupine A (npr. KPC), če dokažemo 
povečanje cone med meropenemom z dipikolinično kislino v primerjavi s čistim 
meropenemom, gre verjetno za karbapenemazo iz skupine B (npr. NDM ali VIM). Bakterije, 
ki izločajo encim skupine D (OXA 48), nimajo specifičnega zaviralca, so pa odporne proti 
temocilinu, zato sočasno preverjamo še občutljivost za temocilin. Dokončno fenotipsko 
potrditev izvajamo s fenotipskima testoma CarbaNP in CIM test, s katerima dokažemo 
hidrolizo karbapenema. CarbaNP test je sestavljen iz ekstrakcije encima iz celične kulture 
in detekcije spremembe pH s pomočjo indikatorja fenol rdeče. Če pride do hidrolize 
imipenema zaradi karbapenemazne aktivnosti v bakterijski suspenziji, pride do spremembe 
barve iz rdeče v rumeno-oranžno barvo. Ker je test nezanesljiv za sluzne seve, se vselej 
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izvaja še CIM test, ki temelji na inaktivaciji meropenema v antibiotičnem disku v bakterijski 
suspenziji. Disk meropenema, ki smo ga predhodno štiri ure inkubirali v suspenziji 
bakterijske kulture, položimo na kulturo referenčnega seva E. coli ATCC 25922, ki je 
občutljiv za karbapeneme. V primeru, da so v celični kulturi prisotne karbapenemaze, se 
meropenem razgradi in posledično ni inhibicijske cone okoli diska. Če izolat ne izloča 
karbapenemaz, je inhibicijska cona prisotna brez rasti znotraj cone. Pozitivnim fenotipskim 
testom vedno sledijo še molekularni testi, s katerimi natančno določimo vrsto karbapenemaz. 
Postopek molekularne detekcije karbapenemaz temelji na izolaciji DNK iz vzorca, pripravi 
mešanice za PCR, pomnoževanju izbranega odseka DNK in dokazovanju pomnožene DNK. 
Vsak DNK izolat so testirali na prisotnost karbapenemaz, ki so v našem okolju najpogostejše 
– KPC, VIM, IMP, NDM-1 in OXA 48 z uporabo kita LightMix® Modular Carbapenemases 
(TIB Molbiol, Berlin, Nemčija) (SKUOPZ, 2013b; EUCAST, 2013).  
 
 
3.3 DOKAZOVANJE PRISOTNOSTI GENA mcr-1 PRI IZOLATIH ODPORNIH PROTI 
KOLISTINU 
 
Pri izolatih, pri katerih je bil MIK kolistina po izvedeni mikrodiluciji > 4 g/ml smo izvedli 
izolacijo DNK. Iz čiste kulture smo s pomočjo reagenta Instant Gene Matrix (BioRad, 
München, Nemčija) izolirali bakterijsko DNK, nato pa s klasično verižno reakcijo s 
polimerazo ugotavljali prisotnost gena mcr-1.  
 
Za izvedbo verižne reakcije s polimerazo smo potrebovali: 
- sterilno vodo, 
- reakcijsko mešanico HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija), 
- pozitivno usmerjen začetni oligonukleotid CLR F mcr-1 (TIB MolBiol, Berlin, Nemčija): 
  5'-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3' 
- negativno usmerjen začetni oligonukleotid CLR R mcr-1 (TIB MolBiol): 
  3'-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-5' 
- pozitivno kontrolo E. coli NCTC 13864 (Univerza Antwerpen, Belgija) in 
- negativno kontrolo (sterilna destilirana voda) 
 
Produkte verižne reakcije s polimerazo smo dokazali z gelsko elektroforezo. Za izvedbo smo 
potrebovali: 
- barvilo SybrSafe (Invitrogen, Carlsbad, ZDA),  
- TAE pufer (Tris, acetat, EDTA),  
- agarozo (Sigma-Aldrich),  
- sistem za elektroforezo (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Velika Britanija),  
- UV-transluminator (BioRad) in  
- Gel DocTM XR fotodokumentacijski sistem (Bio-Rad Technologies, Hercules, ZDA).  
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3.4 METODE 
 
3.4.1 Priprava uporabljenih gojišč in antibiotika 
 
Vsa uporabljena gojišča in antibiotik so bili pripravljeni v Službi za pripravo gojišč in 
reagentov IMI.  
 
 
3.4.1.1 Krvni agar (KA) 
 
Krvni agar pripravimo tako, da 1 L destilirane vode dodamo 40 g pripravljene mešanice BBL 
211037 (Blood agar base) (Becton Dickinson, Sparks, ZDA). Mešanica vsebuje: 
- 2,0 g srčno-mišičnega ekstrakta, 
- 13,0 g pankreazno razgrajenega kazeina, 
- 5,0 g kvasnega ekstrakta, 
- 5,0 g NaCl in 
- 15,0 g agarja.  
 
Mešanico avtoklaviramo pri 121 C 15 min. Ko se ohladi na 42-45 C, dodamo še 50 mL 
defibrinirane ovčje krvi. V plošče razlijemo od 18,5 do 20,0 mL gojišča.  
 
 
3.4.1.2 Mac Conkey agar (MACC) 
 
Mac Conkey agar pripravimo tako, da v 1 L destilirane vode dodamo 50 g pripravljene 
mešanice MacConkey II agar BBL 212306 (Becton Dickinson). Mešanica vsebuje: 
- 17,0 g peptona, 
- 3,0 g proteoznega peptona, 
- 10,0 g laktoze, 
- 1,5 g žolčnih soli št.3, 
- 5,0 g NaCl, 
- 13,5 g agarja, 
- 0,03 g nevtral rdečega in  
- 0,001 g kristal vijoličnega. 
 
Mešanico avtoklaviramo pri 121 C 15 min. Ko se ohladi na 47-50 C, v plošče razlijemo 
od 18,5 do 21,0 mL gojišča. 
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3.4.1.3 Mueller Hinton bujon (MHB) 
 
Mueller Hinton bujon pripravimo tako, da v 1 L destilirane vode dodamo 22 g pripravljene 
mešanice Mueller Hinton bujon, BD 211443 (Becton Dickinson). Mešanica vsebuje: 
- 3,0 g govejega ekstrakta, 
- 17,5 g kislinskega hidrolizata kazeina in  
- 1,5 g škroba. 
 
Mešanico avtoklaviramo pri 121 C 15 min. Ko se ohladi na 47-50 C, gojišče razlijemo v 
1 L velike steklene steklenice. 
 
 
3.4.1.4 Kolistinijev sulfat  
 
Željene koncentracije antibiotika smo pripravili tako, da smo 10,1105 mg kolistinijevega 
sulfata (Sigma-Aldrich) zmešali z 1 mL destilirane vode. Nato smo 1 mL mešanice dodali 
99 mL Mueller Hinton bujona v stekleni epruveti in tako dobili najvišjo potrebno 
koncentracijo 64 g/mL. Začetno koncentracijo smo filtrirali in jo nato redčili v razmerju 
1:2 tako, da smo zmešali 50 ml raztopine kolistinijevega sulfata s koncentracijo 64 g/mL 
in 50 mL Mueller Hinton bujona v stekleni epruveti. Tako smo dobili za pol manjšo 
koncentracijo kolistinijevega sulfata in sicer 32 g/mL. Ta postopek smo nadaljevali vse 
dokler nismo prišli do koncentracije 0,016 g/mL. Celoten postopek smo delali sterilno ob 
ognju. Na koncu smo pripravljen kolistinijev sulfat razdelili v 10 mL velike steklene 
epruvete in jih shranili pri -20 C.  
 
 
3.4.2 Priprava bakterijskih izolatov 
 
Vsak ponedeljek in sredo smo naključno zbirali bakterijske suspenzije gostote 0,5 
McFarland (0,5 McF = 1-2 x 108 CFU/mL), ki so jih pripravili laboratorijski tehniki iz 
izolatov enterobakterij, osamljenih iz kliničnih in nadzornih kužnin bolnikov, za izdelavo 
antibiograma. Z brisom smo odtisnili suspenzijo na Mac Conkey agar, ki je diferencialno in 
selektivno gojišče za po Gramu negativne bakterije in jih med seboj ločuje glede na 
fermentacijo laktoze. Plošče smo inkubirali na 35±1C od 16 – 20 ur. Po inkubaciji smo iz 
porasle kulture pripravili bakterijsko suspenzijo gostote 0,5 McF. Po 25 L bakterijske 
suspenzije smo prenesli v epruveto z 2,475 mL (da dosežemo razmerje 1:1000) Mueller 
Hinton bujona, ter dobro premešali s pomočjo mešala.  
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3.4.3 Identifikacija bakterijskih izolatov 
 
Bakterijske izolate smo do vrste identificirali po standardnem postopku s pomočjo masnega 
spektrometra Biotyper Microflex LT in programske opreme MALDI Biotyper 3.0 (Bruker 
Daltonik, Bremen, Nemčija). Čisto kulturo smo s pomočjo zobotrebca nanesli na jekleno 
ploščico ter posušili. Nato smo vzorcu dodali 1 µL raztopine matriksa in ponovno posušili 
ter ploščico vstavili v masni spektrometer. Matriks je bil pripravljen iz 400 µL vode, 25 µL 
trifluoroocetne kisline in 500 µL acetonitrila. Naprava glede na naboj, maso ter čas 
potovanja proteinov v vzorcu določi masni spekter proteinov vzorca in ga primerja s spektri 
v računalniški zbirki in tako določi vrsto mikroorganizma. Pri urinskih izolatih, smo izolate 
vrste E. coli določili tako, da smo porasle kolonije na kromogenem gojišču UriSelect (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, Francija), ki so bile roza barve preverjali s testom indola, ki je 
moral biti pozitiven.  
 
 
3.4.4 Inokulacija mikrotitrske ploščice 
 
Na mikrotitrsko ploščico (slika 8) smo v vrstice od A-H in v stolpce od 3-12 nanesli po 50 
L ustrezne koncentracije antibiotika. V stolpcu tri je bila najnižja koncentracija antibiotika, 
v stolpcu 12 pa najvišja. V vrstice od A-G in v stolpce 3-12 smo odpipetirali po 50 L 
bakterijske suspenzije v Mueller Hinton bujonu. Vsak izolat smo testirali v dveh ponovitvah. 
V stolpcih ena in dve so bile rastne kontrole za posamezni izolat. Te vdolbinice smo 
inokulirali s 100 L inokuliranega bujona (bakterijska suspenzija v Mueller Hinton bujonu). 
V vrstici H je bila negativna kontrola, ki predstavlja sterilnost Mueller Hinton bujona in 
antibiotika. Negativno kontrolo pripravimo tako, da testiranim koncentracijam antibiotika 
dodamo 50 L Mueller Hinton bujona. Luknjici H1 in H2 sta bili prazni. V vrstici G smo 
imeli kontrolo kvalitete, ki jo predstavljajo referenčni sevi, ki imajo opredeljene MIK 
kolistina in jih prikazuje preglednica 2. Ti sevi so E. coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 ter sev E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitiven sev). S pozitivno 
kontrolo zagotovimo ponovljivost rezultatov in pravilno izvajanje metode. Luknjice za 
pozitivno kontrolo inokuliramo enako kot testirane izolate. Če so rezultati občutljivosti 
referenčnih sevov ustrezali vrednostim, ki jih priporoča EUCAST, potem je bila metoda 
izvedena pravilno in so bili pridobljeni rezultati ustrezni (EUCAST, 2017 in ESCMID, 
2010).  
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Slika 8: Shematski prikaz inokulirane mikrotitrske ploščice 
Legenda: inok. MHB-inokuliran Mueller Hinton bujon, ATB-antibiotik (kolistinijev sulfat) 
 
Preglednica 2: Vrednosti občutljivosti kontrolnih sevov, ki jih priporoča EUCAST (2017b) 
 
Kontrolni 
sev/Antibiotik 
E.coli ATCC 25922 
(mg/L) 
P. aeruginosa ATCC 27853 
(mg/L) 
E. coli NCTC 13846 
(mg/L) 
Kolistin 0,25-2 0,5-4 4 
 
Vsakič smo pripravljene bakterijske suspenzije v fiziološki raztopini z gostoto 0,5 McF 
nacepili še na krvni agar. Po 24 urni inkubaciji pri 35±1 C smo shranili tiste izolate, za 
katere smo ugotovili odpornost proti kolistinu (MIK >2 µg/mL). Izolate smo hranili na 
stalnem gojišču Bio-Rad (Bio-Rad). Priporočene mejne vrednosti občutljivosti za 
enterobakterije so prikazane v preglednici 3.  
 
Preglednica 3: Interpretacijski kriteriji EUCAST za občutljivost enterobakterij za kolistin (EUCAST, 2017b) 
 
Patogen MIK (µg/mL)  
S R 
enterobakterije < 2 >2 
 
Ko smo vse vdolbinice zapolnili, smo mikrotitrsko ploščico pokrili s pokrovom in jo 
inkubirali aerobno pri 35±1 C od 16-20 ur. Naslednji dan smo preverjali rast bakterijskih 
izolatov s pojavom motnosti. Rezultate smo odčitali s pomočjo stojala z ogledalom (slika 9). 
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Minimalna inhibitorna koncentracija antibiotika je najnižja koncentracija antibiotika, ki 
popolnoma zavira rast bakterij. Na mikrotitrski ploščici je to bila vdolbinica brez motnosti, 
kjer tudi odčitamo MIK kolistina.   
 
 
Slika 9: Rezultat mikrodilucijske metode v mikrotitrski ploščici pri enterobakterijah z referenčnim sevom P.  
 aeruginosa ATCC 27853 (MIK=1 µg/mL) za kontrolo kakovosti 
 
Občasno smo izvajali tudi kontrolo inokuluma (slika 10), kjer smo 10 L inokuliranega 
bujona prenesli v 10 mL fiziološke raztopine. Vsebino smo nato 8-10 krat premešali z 
obračanjem epruvete. Po 100 L redčitve smo prenesli na krvni agar in jo razmazali s 
pomočjo steklene hokejke. Po inkubaciji na 35±1 C 16-20 ur bi naj za pravilen inokulum 
zraslo med 20-80 kolonij oziroma 2-8 x 105 CFU/mL. 
 
 
Slika 10: Kontrola inokuluma-zrasle kolonije po 20 h inkubacije iz pripravljene bakterijske suspenzije v 
Mueller hinton bujonu 
 
Mikrodilucijsko metodo smo ponovili, kadar v rastnih kontrolah ni bilo prisotne rasti, če 
smo v negativni kontroli opazili rast in kadar MIK pri referenčnih sevih niso bili v območju 
po merilih EUCAST. 
 
 
Teržan T. Občutljivost slovenskih izolatov enterobakterij za kolistin. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
24 
3.4.5 Ugotavljanje prisotnosti gena mcr-1 z verižno reakcijo s polimerazo 
 
Gen mcr-1 smo dokazovali pri izolatih, ki so imeli MIK kolistina > 2 µg/mL. Pri teh izolatih 
smo iz čiste kulture na krvnem agarju izolirali DNK. Z mikrobiološko zanko smo odvzeli 
bakterijsko kulturo in jo resuspendirali v 100 L sterilne vode. Suspenzijo smo nato 
centrifugirali 1 min na 13500 obratih/min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, 
sedimentu pa dodali 100 L reagenta Instant Gene Matrix (BioRad) in dobro premešali. 
Sledila je 20 min inkubacija na 56 C in zatem 8 min na 99 C. Nato smo suspenzije 
centrifugirali 3 min na 13500 obratih/min in supernatant odpipetirali v novo tubico ter jih 
shranili na -20 C do izvedbe klasične verižne reakcije s polimerazo za dokaz prisotnosti 
gena mcr-1.  
 
Reakcijo pomnoževanja DNK smo izvedli v aparatu Veriti Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, Foster City, ZDA). 
Reakcijska mešanica (25,0 L) za en vzorec je bila sestavljena iz:  
- 10,0 L sterilne vode, 
- 12,5 L reakcijske mešanice HotStarTaq Plus Master Mix Kit, 
- 0,25 L pozitivno usmerjenega (5'-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3') 
in 0,25L negativno usmerjenega (3'-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-5') oligonukleotidnega   
  začetnika 
- 2,0 L izolirane DNK  
 
Tako pripravljene reakcijske mešanice smo odpipetirali v mikrocentrifugirke. V vsako 
reakcijo je bila vključena ena pozitivna (E. coli NCTC 13864) in ena negativna kontrola 
(sterilna destilirana voda). 
 
Mikrocentrifugirke z reakcijskimi zmesmi, smo prenesli v aparat in nastavili naslednje 
pogoje pomnoževanja: 
• 95 C, 5 min: začetna aktivacija 
• 25 ciklov pomnoževanja: 
      - 94 C, 30 sek, denaturacija DNK 
      - 58 C, 30 sek, pripenjanje začetnih oligonukleotidov, 
      - 72 C, 30 sek, podaljševanje DNK 
      - 72 C, 5 min, končno podaljševanje DNK 
      - 10 C, hlajenje 
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3.4.6 Dokaz PCR produkta z gelsko elektroforezo 
 
3.4.6.1 Priprava agaroznega gela 
 
V sterilno erlenmajerico smo zatehtali 0,5 g agaroze. Nato smo dodali 50 mL pufra TAE in 
zmes premešali. Raztopino v erlenmajerici smo dali v mikrovalovno pečico in segrevali 
toliko časa, da se je agaroza stopila. Ohlajeni zmesi smo dodali 5 L SybrSafe barvila in 
premešali. Narejeni gel smo nalili v modelček in počakali približno 20 min, da se je strdil. 
Nato smo previdno odstranili glavničke in nosilec z gelom postavili v elektroforetsko 
banjico. S pufrom TAE smo napolnili banjico tako, da je bil gel prekrit z njim.  
 
3.4.6.2 Izvedba gelske elektroforeze 
 
Na parafilmu smo naredili mešanico 2 mL modrila in 10 mL PCR produkta. Zmes vzorca in 
barvila smo nato nanesli na gel. Ko so bili nanešeni vsi vzorci, smo banjico pokrili s 
pokrovom in priključili elektroforezo na električni tok 70 V za 20 min. Rezultat smo 
opazovali pod UV svetlobo. V primeru prisotnosti DNK je bila vidna močna fluorescenca. 
Če je produkt svetil v višini pozitivne kontrole, se je tak rezultat ovrednotil kot pozitiven. 
Velikost našega pomnožka je bila 309 bp. Gel smo slikali s sistemom za vizualizacijo Gel 
DocTM XR (Bio-Rad Technologies).  
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4 REZULTATI 
 
4.1 MIKRODILUCIJSKA METODA 
 
V raziskavo smo vključili 409 izolatov vrst enterobakterij, pri katerih smo občutljivost 
kolistina testirali z metodo mikrodilucije. 220 izolatov je pripadalo vrsti E. coli, 103 vrsti K. 
pneumoniae, 56 rodu Enterobacter in 30 rodu Citrobacter. Z mikrodilucijsko metodo smo 
ugotavljali občutljivost vseh izolatov in jim določili MIK kolistina. Za izolate smo določili 
tudi MIK50 in MIK90, ki predstavljata najnižjo koncentracijo antibiotika, ki inhibira rast 50 
% oziroma 90 % izolatov posamezne vrste. Za posamezen izolat smo iz baze podatkov 
Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo pridobili rezultate antibiogramov iz redne 
mikrobiološke diagnostike in ugotavljali kakšna je odpornost izbranih enterobakterij proti 
drugim antibiotikom.  
 
 
4.1.1 Občutljivost izolatov enterobakterij za kolistin 
 
Klinične izolate različnih vrst enterobakterij smo na podlagi interpretacijskih kriterijev 
EUCAST (preglednica 3), razporedili v skupino kot občutljive (S) ali odporne (R). 
Preglednica 4 prikazuje rezultate občutljivosti za kolistin pri vseh 409 testiranih bakterijskih 
izolatih enterobakterij. Večina izolatov 392 (95,8 %) je bilo občutljivih za kolistin, 17 (4,2 
%) pa je bilo proti kolistinu odpornih.  
 
Preglednica 4: Občutljivost izolatov različnih vrst enterobakterij za antibiotik kolistin 
 
Kolistin Število izolatov % 
S 392 95,8 
R 17 4,2 
Skupaj 409 100 
Legenda: S-občutljiv, R-odporen 
 
Preglednica 5 prikazuje rezultate občutljivosti ter MIK50 in MIK90 (g/mL) za posamezne 
vrste/rodove iz družine enterobakterij. Velika večina izolatov je bila po kriterijih EUCAST 
za opredeljevanje občutljivosti, občutljiva za kolistin. Ugotovili smo, da je bilo 1,4 % 
izolatov vrste E. coli, 6,8 % izolatov vrste K. pneumoniae, 10,7 % izolatov rodu 
Enterobacter in 3,3 % izolatov rodu Citrobacter odpornih proti kolistinu. Vrednosti MIK50 
so bile pri vseh izolatih 0,5 g/mL, MIK90 pa od 1 g/mL do 2 g/mL. 
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Preglednica 5: Rezultati občutljivosti, MIK50 in MIK90 za antibiotik kolistin pri kliničnih izolatih posameznih 
vrst/rodov 
 
Izolat (št. testiranih) MIK50 (g/mL) MIK90 
(g/mL) 
Število izolatov 
S R 
E. coli (220) 0,5 1,0 217 3 
K. pneumoniae (103) 0,5 1,0 96 7 
Enterobacter spp. (56) 0,5 2,0 50 6 
Citrobacter spp. (30) 0,5 1,0 29 1 
Legenda: S-občutljiv, R-odporen 
 
MIK kolistina pri izbranih enterobakterijah so bile v razponu od 0,125 g/mL do 32 g/mL. 
Iz slike 11 je razvidno, da je največ izolatov rodu Enterobacter (10,7 %) odpornih proti 
kolistinu. Največ izolatov enterobakterij pa je imelo MIK kolistina 0,5 g/mL.  
 
 
Slika 11: Rezultat (v %) občutljivosti različnih kliničnih izolatov enterobakterij za kolistin z določitvijo MIK 
kolistina 
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4.1.2 Občutljivost bakterijskih izolatov vrste E. coli 
 
Od 220 testiranih izolatov vrste E. coli, je bilo 217 (98,6 %) občutljivih za kolistin, 3 (1,4 
%) pa odporni (preglednica 6). Prevladujejo izolati z MIK kolistina 0,5 g/mL. Odporni 
izolati pa so imeli MIK kolistina med 4-8 µg/mL (slika 12).  
 
Preglednica 6: Število izolatov vrste E. coli z določeno MIK kolistina 
 
MIK (µg/mL) Število izolatov 
0,064 0 
0,125 0 
0,25 71 
0,5 116 
1 28 
2 2 
4 2 
8 1 
16 0 
32 0 
 
 
 
Slika 12: MIK (g/mL) kolistina pri izolatih vrste E. coli 
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Slika 13 prikazuje občutljivost v raziskavo vključenih izolatov E. coli za rutinsko testirane 
antibiotike. Pri testiranju skupine penicilinov, je bilo 35,9 % izolatov občutljivih za 
ampicilin. Pri kombinaciji penicilinov z zaviralci betalaktamaz (amoksicilin s klavulansko 
kislino in piperacilin s tazobaktamom) je bil delež občutljivih sevov med 67,1 % in 89,9 %. 
Vsi izolati vrste E. coli so bili občutljivi za ertapenem in imipenem. Pri testiranju 
antibiotikov iz skupine fluorokinolonov (norfloksacin, ciprofloksacin, levofloksacin), je bila 
občutljivost izolatov med 60,9 % in 70,9 %. Med aminoglikozidi je proti gentamicinu 
odpornih 20,5 % izolatov, proti amikacinu pa 1,1 % izolatov. Na kombinacijo trimetoprima 
in sulfametoksazola je občutljivih 60,5 % testiranih izolatov. Med vsemi izolati vrste E. coli, 
je bilo 55 izolatov (25,0 %), ki so izločali ESBL. Izolati, ki so bili odporni proti kolistinu, 
niso izločali ESBL.  
 
 
Slika 13: Občutljivost testiranih izolatov vrste E. coli za rutinsko testirane antibiotike  
Legenda: S-občutljiv, I-intermediarno občutljiv, R-odporen 
 
 
 
 
 
35,9
67,1
87,2
89,9
83,6
70,5
73,6
74,1
86,1
66,9
100
100
70,9
60,0
60,9
78,60
97,8
100
60,5
98,6
Ampicilin
Amoksicilin/klav.k.
Amoksicilin/klav.k. (urin)
Piperacilin/tazobaktam
Cefuroksim (or)
Cefuroksim (iv)
Cefotaksim
Ceftazidim
Cefiksim
Cefepim
Ertapenem
Imipenem
Norfloksacin
Ciprofloksacin
Levofloksacin
Gentamicin
Amikacin
Nitrofurantoin
Trimetoprim/sulfametoksazol
Kolistin
%S %I %R
Teržan T. Občutljivost slovenskih izolatov enterobakterij za kolistin. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
30 
4.1.3 Občutljivost bakterijskih izolatov vrste K. pneumoniae  
 
Med 103 testiranimi izolati, je bilo 96 (93,2 %) izolatov občutljivih za kolistin, 7 (6,8 %) pa 
odpornih (preglednica 7). Največ izolatov je imelo MIK kolistina 0,5 µg/mL. Štirje izolati 
pa so imeli MIK kolistina 32 µg/mL (slika 14). 
 
Preglednica 7: Število izolatov vrste K. pneumoniae z določeno MIK kolistina 
 
MIK (µg/mL) Število izolatov 
0,064 0 
0,125 0 
0,25 29 
0,5 45 
1 20 
2 2 
4 0 
8 1 
16 2 
32 4 
 
 
 
Slika 14: MIK (g/mL) kolistina pri izolatih vrste K. pneumoniae  
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Iz slike 15 je razvidna občutljivost testiranih izolatov vrste K. pneumoniae za antibiotike. V 
kombinaciji penicilinov z zaviralci betalaktamaz je bila občutljivost med 57,3 % in 85,1 %. 
Od 103 testiranih izolatov, je 38 izolatov (36,9 %) izločalo ESBL, šest izolatov (5,8 %) pa 
je bilo odpornih tudi proti karbapenemom (CRE). Štirje izolati so izločali karbapenemaze 
družine OXA-48, pri dveh izolatov pa nismo zaznali prisotnosti testiranih skupin encimov. 
Izolati so bili za aminoglikozid amikacin (98,9 %) bolj občutljivi kot pa na gentamicin (78,6 
%). Zelo visoka (42,7 %) je odpornost proti trimetoprimu s sulfametoksazolom. Pet izolatov 
odpornih proti kolistinu je izločalo ESBL, eden izmed njih pa je bil odporen hkrati tudi proti 
karbapenemom, a ni izločal karbapenemaz.  
 
 
Slika 15: Občutljivost testiranih izolatov vrste K.  pneumoniae za rutinsko testirane antibiotike 
Legenda: S-občutljiv, I-intermediarno občutljiv, R-odporen 
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4.1.4 Občutljivost bakterijskih izolatov rodu Enterobacter  
 
Iz rodu Enterobacter smo testirali 56 izolatov. Izolati so pripadali vrstam E. aerogenes in E. 
cloaca complex (E. cloacae, E. asburiae, E. kobei, E. ludwigii). Kar 50 (89,3 %) izolatov je 
bilo občutljivih za kolistin, 6 (10,7 %) pa proti njemu odpornih (preglednica 8). Največ 
izolatov je imelo MIK kolistina med 0,125 in 0,5 µg/mL. Pet izolatov pa je imelo MIK 
kolistina 32 µg/mL (slika 16). 
 
Preglednica 8: Število izolatov rodu Enterobacter  z določeno MIK kolistina 
 
MIK (µg/mL) Število izolatov 
0,064 0 
0,125 1 
0,25 20 
0,5 22 
1 6 
2 1 
4 0 
8 0 
16 1 
32 5 
 
 
 
Slika 16: MIK (g/mL) kolistina pri izolatih rodu Enterobacter 
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Slika 17 prikazuje občutljivost testiranih izolatov rodu Enterobacter. Med cefalosporinskimi 
antibiotiki, so izolati najbolj občutljivi za cefepim, ki ga uvrščamo v četrto generacijo 
cefalosporinov. Večina izolatov je dobro občutljiva za karbapeneme, fluorokinolone in 
aminoglikozide. Občutljivost izolatov za trimetoprim s sulfometoksazolom je 98,2 %. Med 
56 testiranimi izolati, sta dva izolata (3,6 %) izločala ESBL, eden (1,8 %) pa je bil odporen 
proti karbapenemom. Med 6 izolati odpornimi proti kolistinu je bil en izolat odporen proti 
karbapenemom, fenotipski potrditveni testi za karbapenemaze so bili negativni. Izolati 
odporni proti kolistinu, niso izločali ESBL.   
 
 
Slika 17: Občutljivost testiranih izolatov rodu Enterobacter za rutinsko testirane antibiotike 
Legenda: S-občutljiv, I-intermediarno občutljiv, R-odporen 
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4.1.5 Občutljivost bakterijskih izolatov rodu Citrobacter  
 
Iz preglednice 9 je razvidno, da je bilo 29 (96,7 %) izolatov rodu Citrobacter občutljivih za 
kolistin, eden (3,3 %) pa proti njemu odpornih. V raziskavi smo testirali vrste C. freundii, 
C. koseri, C. braaki, C. amalonaticus. Izmed 30 testiranih izolatov, jih je 13 imelo MIK 
kolistina 0,5 µg/mL (slika 18). 
 
sPreglednica 9: Število izolatov rodu Citrobacter z določeno MIK kolistina 
 
MIK (µg/mL) Število izolatov 
0,064 0 
0,125 1 
0,25 9 
0,5 13 
1 6 
2 0 
4 0 
8 0 
16 0 
32 1 
 
 
 
Slika 18: MIK (g/mL) kolistina pri izolatih rodu Citrobacter 
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Izolati rodu Citrobacter so naravno odporni proti ampicilinu. Pri kombinacijah penicilina z 
zaviralci beta laktamaz, so bili izolati najbolj občutljivi (82,1 %) za piperacilin s 
tazobaktamom. Največ izolatov je med cefalosporinskimi antibiotiki občutljivih za cefepim 
(80,8 %), najmanj pa za cefiksim. Testirani izolati so občutljivi za karbapenemske 
antibiotike. Za fuorokinolone je občutljivost testiranih izolatov med 83,3 % in 91,7 %. 
Testirani izolati, so bili dobro občutljivi za aminoglikozidne antibiotike. En izolat je izločal 
ESBL, kar predstavlja 3,3 %. Izolat, ki je bil odporen proti kolistinu, ni izločal ESBL in je 
bil občutljiv za karbapeneme.  
 
 
Slika 19: Občutljivost testiranih izolatov rodu Citrobacter za rutinsko testirane antibiotike 
Legenda: S-občutljiv, I-intermediarno občutljiv, R-odporen 
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4.2 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI GENA mcr-1 Z VERIŽNO REAKCIJO S 
POLIMERAZO 
 
Od 409 testiranih izolatov vrst enterobakterij, je bilo 17 (4,2 %) izolatov odpornih proti 
kolistinu. Pri vrsti E. coli, sta imela dva izolata MIK kolistina 4 µg/mL, eden pa 8 µg/mL. 
En izolat iz vrste K. pneumoniae je imel MIK kolistina 8 µg/mL, dva 16 µg/mL in štirje 32 
µg/mL. Pri Enterobacter spp. je imel en izolat MIK kolistina 16 µg/mL, preostalih pet pa 32 
µg/mL. Odpornost proti kolistinu smo odkrili samo pri enem izolatu iz vrste Citrobacter 
spp., ki je imel MIK kolistina 32 µg/mL. 
 
Pri vseh odpornih izolatih, smo s pomočjo verižne reakcije s polimerazo ugotavljali 
prisotnost gena mcr-1, ki ima zaradi možnosti horizontalnega genskega prenosa potencial za 
množično razširjanje med sevi. Slika 20 prikazuje rezultat pomnoževanja DNK z gelsko 
elektroforezo. Na sliki je razvidno, da je eden izmed odpornih izolatov vseboval mcr-1 gen. 
Gre za izolat vrste E. coli, z MIK kolistina 4 µg/mL, ki smo ga izolirali iz seča bolnice.  
 
 
Slika 20: Produkti verižne reakcije s polimerazo preverjeni z gelsko elektroforezo (Legenda gela: produkt 
PCR (309 bp dolg odsek gena mcr-1), PK1-pozitvna kontrola mcr-1, PK2-pozitivna kontrola mcr-2, NK-
negativna kontrola) 
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5. RAZPRAVA 
 
Odpornost proti antibiotikom danes predstavlja velik problem in grožnjo za javno zdravstvo. 
Povečujejo se stroški zdravljenja, število neuspešnih zdravljenj in smrti. Enterobakterije 
povzročajo velik del bolnišničnih okužb, občutljivost teh mikroorganizmov pa se je skozi 
desetletja močno spremenila. Povečalo se je število izolatov, ki izločajo encime ESBL, v 
nekaterih regijah pa so se razširile tudi enterobakterije, ki izločajo karbapenemaze. Zaradi 
pomanjkanja razvoja novih učinkovitih protimikrobnih sredstev in povečanja števila 
večkratno odpornih bakterij, se tako vse pogosteje v rabo vračajo stari antibiotiki. Med 
takšnimi je tudi kolistin, ki je pomemben predvsem pri zdravljenju okužb s po Gramu 
negativnih bakterijami, ki so odporne proti karbapenemom. Njegovo rabo so sicer omejili 
zaradi njegove nefrotoksičnosti in nevrotoksičnosti, a je danes neprecenljiv pri zdravljenju 
okužb za katere nimamo na voljo novih aktivnih antibiotikov (Sader in sod., 2014, Schwarz 
in Johnson, 2016).  
 
Kolistin je po svojem delovanju širokospektralni antibiotik, ki spada v skupino polimiksinov 
in s svojim delovanjem uničuje zunanjo membrano številnih po Gramu negativnih bakterij. 
Zelo dobro deluje na bakterije iz družine Enterobacteriaceae, aktiven pa je tudi proti P. 
aeruginosa in vrstam in rodu Acinetobacter (Giske, 2015).  
 
Kakor pri vsakem antibiotiku, so tudi proti kolistinu bakterije razvile mehanizme odpornosti. 
Najbolj zaskrbljujoče je odkritje plazmidno kodirane odpornosti, ki so jo odkrili na 
Kitajskem leta 2015 pri prašičjem izolatu E. coli. Plazmidni gen mcr-1 ima tako potencial 
za množično razširjanje med enterobakterijami pri ljudeh in živalih (Liu in sod., 2016).   
 
Ker gre za rezervni antibiotik, ki se uporablja kot zadnja možnost pri zdravljenju okužb  z 
večkratno odpornimi bakterijami, je nujno ugotavljanje razširjenosti izolatov odpornih proti 
kolistinu, da lahko pravočasno, ustrezno ukrepamo da bi preprečili širjenje odpornosti. V 
naši raziskavi smo tako pri 409 naključno izbranih bakterijskih izolatih entrobakterij iz 
rutinskih kliničnih vzorcev ugotavljali občutljivost oz. odpornost proti kolistinu ter pri 
odpornih izolatih ugotavljali prisotnost gena mcr-1.  
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5.1 MIKRODILUCIJSKA METODA 
 
Kljub dolgoletni uporabi kolistina v klinične namene so šele v zadnjih letih potrdili, da je 
edina primerna metoda za testiranje občutljivosti za kolistin, mikrodilucijska metoda. Velik 
problem namreč predstavljajo značilnosti polimiksinov. Zaradi svoje velikosti težje 
difundirajo v agar, s svojim pozitivnim nabojem pa se vežejo na površine materialov, ki jih 
uporabljamo med testiranjem in tako znižajo koncentracijo antibiotika v testiranem vzorcu, 
rezultat pa so višje določene minimalne inhibitorne koncentracije kot so v resnici. Problem 
predstavlja tudi heterorezistenca pri mnogih sevih, kjer subpopulacije v navidez homogeni 
populaciji kažejo različno občutljivost za kolistin (EUCAST, 2013). 
 
Ker so polimiksini velike in nabite molekule, te težje in počasneje difundirajo v agar, zato 
je disk difuzijska metoda, ki se sicer množično uporablja v mikrobiološko diagnostičnih 
laboratorijih, za določanje občutljivosti za kolistin neprimerna. Kljub temu, da ima metoda 
veliko prednosti, saj je enostavna in poceni, zanjo ne EUCAST in ne CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute) nimata interpretacijskih kriterijev, saj pogosto daje lažno 
občutljive rezultate (Maalej in sod., 2011).  
 
V diagnostičnih laboratorijih se pogosto uporablja tudi metoda difuzijskega gradienta, pri 
kateri je na trak nanešen antibiotik v naraščajočih koncentracijah, nato pa na mestu, kjer 
kraka inhibicijske elipse sekata trak določimo MIK kolistina. Slabost teh testov je, da 
velikokrat ne detektirajo odpornosti, tudi pri izolatih pri katerih so z mikrodilucijo določili 
visok MIK za kolistin (EUCAST, 2013).  
 
Po priporočilih EUCAST in CLSI je tako edina primerna metoda za določanje MIK kolistina 
enterobakterij mikrodilucijska metoda. Gre za ponovljivo metodo, ki je tudi zanesljiva in jo 
je možno avtomatizirati. Priporočeno je, da pri testu uporabljamo neobdelane polistirenske 
mikrotitrske ploščice, ne uporabljamo surfaktantov za preprečevanje adsorbcije kolistina na 
površino in da pri testiranju uporabljamo gojišče Mueller Hinton bujon in kolistinijev sulfat 
(EUCAST, 2013). 
 
Mikrodilucijska metoda ima tudi kar nekaj pomanjkljivosti. Njena izvedba je težavna in 
dolgotrajna. Če nimamo avtomatiziranega sistema lahko pride do večjih napak predvsem 
zaradi napak pri pipetiranju in kontaminacij. Prav tako je lahko problem ponovljivost 
rezultatov, predvsem kadar imamo opravka s heterorezistentnimi izolati, ki so pogosti pri  
rodu Enterobacter (Poirel in sod., 2017) 
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5.1.1 Občutljivost izolatov enterobakterij za kolistin 
 
Po evropskih (EUCAST) interpretacijskih kriterijih za opredeljevanje občutljivosti za 
kolistin, smo izolate enterobakterij opredelili kot občutljive ali odporne. Tako smo med 409 
izolati enterobakterij izoliranih v obdobju od marca do junija 2017, 95,8 % izolatov 
opredelili kot občutljive za kolistin, 4,2 % izolatov pa je bilo proti kolistinu odpornih 
(preglednica 4). Iz pridobljenih podatkov, lahko rečemo, da je kolistin v Sloveniji zaenkrat 
in vitro še dobro učinkovit proti večini najpogosteje osamljenih enterobakterij.  
 
Pri rezultatih za posamezno vrsto iz družine Enterobacteriaceae najbolj izstopajo izolati 
rodu Enterobacter, katerih je kar 10,7 % odpornih proti kolistinu. Odpornih je bilo tudi 6,8 
% izolatov vrste K. pneumoniae, 3,3 % izolatov rodu Citrobacter in 1,4 % izolatov vrste E. 
coli. Slika 11 prikazuje odstotek izolatov enterobakterij z določeno MIK kolistina. Večina 
izolatov ima tako MIK < 2 g/mL in spada med občutljive za kolistin.  
 
MIK50 in MIK90 so bili pri testiranih izolatih pričakovano nizki in sicer MIK50 je bil pri vseh 
izolatih 0,5 g/mL, MIK90 pa 2 g/mL pri rodu Enterobacter pri ostalih pa 1 g/mL 
(preglednica 5). Ti rezultati so podobni rezultatom raziskav v drugih državah, kjer je bil 
MIK50 v razponu od 0,25 g/mL do 0,5 g/mL, MIK90  pa v razponu od 0,5 g/mL do 4 
g/mL (Sader in sod., 2014).  
 
V programu za protimikrobni nadzor SENTRY so Gales in sod. (2011) po celem svetu zbrali 
40625 izolatov po Gramu negativnih bacilov v obdobju 2006-2009. Od tega je bilo 17035 
izolatov E.coli in 9774 izolatov vrste K. pneumoniae. V raziskavi je sodelovalo 14 držav iz 
Evrope, ZDA, 4 države Latinske Amerike in 12 držav iz Azije. Izolate so pridobili iz vzorcev 
krvi, spodnjih dihal in kože. Vsi izolati enterobakterij so bili testirani z mikrodilucijo in 
interpretirani po kriterijih EUCAST. Rezultati so pokazali, da je 0,1 % izolatov vrste E. coli 
in 1,5 % izolatov vrste K. pneumoniae odpornih proti kolistinu (Gales in sod., 2011).  
 
Sader in sod. so leta 2014 objavili študijo, kjer so testirali občutljivost 6843 izolatov 
enterobakterij (E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter spp., Citrobacter spp.) 
zbranih v letih 2011-2012 v medicinskih centrih 13 evropskih držav ter Turčije in Izraela za 
kolistin. Izolati so bili izolirani iz vzorcev krvi, spodnjih dihal, kože in mehkih tkiv, seča ter 
trebušne votline. Občutljivost so testirali z mikrodilucijsko metodo in upoštevali 
interpretacijske kriterije EUCAST.  Rezultati so pokazali, da je kar 96,4 % izolatov bilo 
občutljivih za kolistin, 3,6 % pa odpornih. Ko so testirali izolate vrste E. coli, je bila njihova 
občutljivosti za kolistin 99,5 %, pri K. pneumoniae pa 94,6 %. Zelo visoka odpornost (10,9 
%) je bila pri izolatih rodu Enterobacter, nizka (0,3 %) pa pri izolatih rodu Citrobacter 
(Sader in sod., 2014).  
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Iz rezultatov teh dveh raziskav vidimo, da odpornost proti kolistinu v Evropi in po svetu 
počasi narašča. Rezultati naša raziskave, so zelo primerljivi z rezultati objavljenih raziskav 
in tako lahko v Sloveniji pričakujemo v prihodnosti povečanje števila odpornih izolatov. 
Slovenija bi zato morala ravnati s kolistinom premišljeno in čim bolj omejiti njegovo 
uporabo. Večji problem predvsem predstavlja množičen uvoz živali in hrane iz drugih držav, 
kjer uporabljajo več antibiotikov kot v Sloveniji. S tem se poveča možnost razširjanja VOB 
med živalmi in nato tudi na ljudi. 
 
 
5.1.2 Občutljivost bakterijskih izolatov vrste E. coli 
 
Kolistin je bil v naši raziskavi dobro in vitro učinkovit za izolate vrste E. coli, saj je bilo nanj 
občutljivih 98,6 % testiranih izolatov. Iz slike 12, je razvidno, da so bili MIK kolistina pri 
izolatih vrste E. coli razporejeni od 0,25 g/mL do 8 g/mL. Najnižji MIK kolistina (0,25 
g/mL) je imelo 32,3 % izolatov, 52,7 % MIK 0,5 g/mL in 12,7 % MIK 1 g/mL. Le 1,4 
% je imelo MIK kolistina > 4 g/mL, in te smo opredelili kot odporne. Naši rezultati se zelo 
dobro ujemajo z rezultati združenih raziskav iz celega sveta na strani EUCAST, kjer je 
razporeditev MIK kolistina sledeča: 33,9 % izolatov je imelo MIK kolistina 0,25 g/mL. 
45,8 % MIK 0,5 g/mL in 14,3 % MIK 1g/mL. Odpornih je bilo 1,3 % izolatov. Pri teh 
rezultatih je potrebno imeti v mislih, da so bile uporabljene metode za testiranje občutljivosti 
različne, saj so združili rezultate študij iz različnih časovnih obdobij in različnih držav 
(EUCAST, 2017a).  
 
Pri analizi občutljivosti E. coli za ostale antibiotike, smo ugotovili, da je razporeditev 
občutljivosti primerljiva objavljeni v letnem poročilu za ugotavljanje občutljivosti izolatov 
iz primarno sterilnih kužnin za protimikrobna sredstva v Evropi (EARS-Net). Odpornost 
izolatov vrste E. coli proti ampicilinu je po njihovih podatkih 57,2 % za leto 2015, v naši 
študiji pa 64,1 %. Vsi naši izolati so bili občutljivi za karbapenemske antibiotike, prav tako 
je delež občutljivih izolatov za karbapeneme po podatkih EARS-Net nad 99 %. Le Grčija in 
Romunija sta poročali o 1,2-1,9 % odpornosti proti karbapenemom. Tudi občutljivost za 
fluorokinolonske antibiotike v naši študiji (60,0 %), je primerljiva z evropskimi podatki 
(77,2 %). Odstotek odpornih izolatov proti cefalosporinom se je pri nas gibal med 11,4 % in 
29,5 %, kar je malo več od evropskega povprečja (13,1 %). Več odpornih izolatov v naši 
študiji v primerjavi s podatki iz EARS-Net lahko pripišemo temu, da so naši izolati 
pridobljeni iz zelo heterogenih vzorcev, medtem ko EARS-Net izbira najmanj heterogene 
izolate, osamljene iz hemokultur in likvorjev (EARS-Net, 2017).  
 
V naši raziskavi je 55 testiranih izolatov E. coli (25,0 %), izločalo ESBL. Slovenska komisija 
za ugotavljanje občutljivosti za protimikrobna zdravila (SKUOPZ, 2016) je v letnem 
pregledu občutljivosti bakterij za antibiotike v Sloveniji leta 2015 sicer poročala o 8,3 % 
izolatov ESBL izmed 22589 testiranih izolatov. Podatki iz EARS-Net Slovenija kažejo, da 
Teržan T. Občutljivost slovenskih izolatov enterobakterij za kolistin. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
41 
je bilo v Sloveniji leta 2015 med invazivnimi izolati 13,0 % ESBL pozitivnih izolatov E. 
coli (Kolman in sod., 2015). Večji delež ESBL pozitivnih izolatov E. coli v naši raziskavi v 
primerjavi z rezultati EARS-Net Slovenija je posledica vključitve izolatov iz nadzornih 
kužnin, ki so bile poslane ciljano na preiskavo za prisotnost ESBL. Večina ESBL pozitivnih 
izolatov je bila iz vzorcev brisa rektuma in urina. V naši raziskavi nismo opažali proti 
karbapenemom odpornih izolatov vrste E. coli, v Sloveniji pa je delež le teh tudi zelo nizek. 
Po podatkih iz SKUOPZ, je bilo 0,09 % izolatov odpornih proti ertapenemu in 0,01 % 
odpornih proti imipenemu (SKUOPZ, 2016). Pri izolatih odpornih proti kolistinu v naši 
raziskavi nismo odkrili izločanja encimov ESBL in prav tako ni bilo izolata odpornega proti 
karbapenemom, kar pomeni, da gre za izolirane rezistence na kolistin, ki še niso tako 
problematične, saj imamo še vedno na izbiro antibiotike za ustrezno zdravljenje.  
 
 
5.1.3 Občutljivost bakterijskih izolatov vrste K. pneumoniae 
 
Pri izolatih vrste K. pneumoniae je bilo 93,2 % izolatov občutljivih za kolistin, 6,8 % pa 
proti njemu odpornih. V 21 evropskih država je odpornost proti polimiksinom pri tej vrsti 
ocenjena na 8,8 % (EARS-Net, 2017). V Grčiji do leta 1998 niso našli nobenega izolata 
odpornega proti kolistinu, do leta 2008 pa je bilo takšnih izolatov že kar 19,0 %. Zelo visoko 
odpornost so zabeležili tudi v Južni Koreji (6,8 %), Singapurju (6,3 %) in v Kanadi (2,9 %). 
Pri rezultatih študij po svetu se moramo zavedati, da niso direktno primerljive, saj je 
določitev odpornosti odvisna od uporabljene metode in interpretacijskih kriterijev (Young-
Mi in sod., 2014).  
 
MIK kolistina pri naših izolatih vrste K. pneumoniae so bile razporejene od 0,25 g/mL pa 
do 32 g/mL (slika 14). Če primerjamo podatke razporeditve MIK kolistina po EUCAST, 
vidimo zelo primerljive rezultate. V naši študiji je imelo 28,2 % izolatov MIK kolistina 0,25 
g/mL, 43,7 % 0,5 g/mL, 19,4 % 1 g/mL, 1,9 % 2 g/mL in 6,8 % izolatov MIK kolistina 
> 4 g/mL. V združenih študijah EUCAST pa so rezultati sledeči: 20,2 % izolatov je imelo 
MIK kolistina 0,25 g/mL, 54,5 % 0,5 g/mL, 18,4 % 1 g/mL, 1,6 % 2 g/mL, 4,2 % 
izolatov pa je odpornih proti kolistinu (EUCAST, 2017a).  
 
Med testiranimi izolati (slika 15) v naši raziskavi smo ugotovili relativno visoko odpornost 
(do 42,7 %) proti fluorokinolonom, kar je primerljivo s podatki objavljenimi na EARS-Net, 
kjer poročajo o naraščanju odpornosti proti fluorokinolonom v letih od 2012-2015 iz 25,3 % 
do 29,7 %. Na Slovaškem je odstotek odpornih izolatov kar 70,0 %. Prav tako je naraslo 
število odpornih izolatov proti cefalosporinom tretje generacije iz 25,8 % na 30,3 % v letu 
2015. V naši raziskavi je ta odstotek 37,9 %. Odpornost proti aminoglikozidnim 
antibiotikom je v Evropi 22,5 %, medtem ko smo v raziskavi zabeležili 21,4 % izolatov 
odpornih proti gentamicinu in 1,1 % izolatov odpornih proti amikacinu. Testirani sevi so bili 
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za karbapeneme večinoma dobro občutljivi (91,0 %), po Evropi pa beležijo porast 
karbapanem rezistentnih K. pneumoniae iz 6,2 % v letu 2012 na 8,1 % leta 2015. V Grčiji 
poročajo celo o 61,9 % izolatov K. pneumoniae odpornih proti karbapenemom. V večini 
evropskih držav je odstotek CPE še vedno pod 1 %. Zaskrbljujoč je podatek, da je bilo 31,9 
% izolatov, ki so bili odporni proti karbapenemom, odpornih tudi proti polimiksinom 
(EARS-Net, 2017). Podatek je zaskrbljujoč, treba pa je upoštevati dejstvo, da je testirana 
subpopulacija izolatov (pretežno večkratno odporni izolati) in da pogosto nimamo podatka 
o uporabljeni metodi. V Italiji so leta 2015 poročali o izbruhu okužbe krvnega obtoka s K. 
pneumoniae, ki so hkrati odporne proti karbapenemom in kolistinu. Tam se je v letih od 
2011 do 2013 pojavnost takšnih okužb povečala kar iz 12,0 % na 57,0 %. Takšen rezultat je 
sovpadal s povečano uporabo kolistina v bolnišnicah. Za dokazovanje odpornosti so 
uporabljali sistem Vitek2 in upoštevali interpretacijske kriterije EUCAST (Giani in sod., 
2015).  
 
Osemintrideset (36,9 %) v naši raziskavi testiranih sevov je izločalo ESBL, šest (5,8 %) 
izolatov pa je bilo odpornih tudi proti karbapenemom. Visok delež ESBL je posledica 
vključitve izolatov iz nadzornih kužnin, ki so bile poslane ciljano na preiskavo za prisotnost 
ESBL. Izolati so bili izolirani iz vzorcev blata, brisa rektuma in urina. V Sloveniji, je bilo 
22,0 % prvih izolatov iz invazivnih kužnin pozitivnih za ESBL (Kolman in sod., 2015), 
0,95% izolatov odpornih proti ertapenemu in 0,33 % odpornih proti imipenemu (SKUOPZ, 
2015). V naši študiji je bilo med izolati odpornimi proti kolistinu 5 izolatov, ki so izločali 
ESBL, eden izmed njih pa je bil odporen tudi proti karbapenemom, vendar s fenotipskimi 
testi nismo dokazali prisotnosti karbapenemaz.  
 
 
5.1.4 Občutljivost bakterijskih izolatov rodu Enterobacter  
 
Od 56 testiranih izolatov rodu Enterobacter, je bilo 89,3 % izolatov občutljivih za kolistin, 
10,7 % pa nanj odpornih (slika 16). Za izolate rodu Enterobacter lahko tako rečemo, da so 
izmed vseh testiranih bakterijskih vrst, in vitro slabše občutljivi za kolistin. Izolati so imeli 
MIK kolistina od 0,125 g/mL do 32 g/mL. 35,7 % izolatov je imelo MIK kolistina 0,25 
g/mL, 39,3 % 0,5 g/mL, 10,7 % 1 g/mL, 1,8 % 2 g/mL, 1,8 % 16 g/mL in 8,9 % 32 
g/mL. Po podatkih EUCAST je razporeditev MIK kolistina podobna našim rezultatom, saj 
je imelo 28,2 % izolatov MIK kolistina 0,25 g/mL, 51,7 % 0,5 g/mL, 9,4 % 1 g/mL, 1,2 
% 2 g/mL, 8,1 % izolatov pa je imelo MIK kolistina > 4 g/mL in so bili odpredeljeni za 
odporne proti kolistinu (EUCAST, 2017a).  
 
Večina odpornih izolatov v naši raziskavi je imelo zelo visoke MIK kolistina (slika 16), kar 
se sklada tudi s podatki iz študije na Kitajskem, kjer so sicer z agar dilucijsko metodo pri 
izolatih E. aerogenes iz vzorca vaginalnega izločka določili MIK kolistina 16 g/mL, za E. 
cloacae izoliranega iz vzorca urina pa > 32 g/mL (Zeng in sod., 2016). Enterobacter spp. 
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so pogosti povzročitelji bolnišničnih okužb. Zaradi zmožnosti hitrega prilagajanja, 
enostavno razvijejo odpornosti na antibiotike med terapijo. Tako so iz Francije poročali o 
bolnici, pri kateri so izolirali E. arogenes, ki je med zdravljenjem razvil odpornost proti vsem 
uporabljenim antibiotikom. Za kolistin so s pomočjo mikrodilucije določili MIK 128 g/mL 
(Thiolas in sod., 2004).  
 
Najbolj učinkoviti antibiotiki za izolate rodu Enterobacter vključene v našo raziskavo, so 
bili imipenem in meropenem, amikacin, gentamicin, trimetoprim s sulfatmetoksazolom, saj 
je bila občutljivost zanje med 96,4 % in 100,0 % (slika 17). Vse pogosteje se pojavlja tudi 
odpornost proti cefalosporinom tretje generacije, kar je razvidno tudi iz naših rezultatov, kjer 
je le 44,6 % izolatov bilo občutljivih za ceftazidim (slika 17). Slabša občutljivost za tretjo 
generacijo cefalosporinov je delno posledica relativno majhnega števila testiranih izolatov 
delno pa posledica vključitve izolatov iz nadzornih kužnin, ki so bili poslani ciljano na 
preiskavo za VOB. Aktivnost četrte generacije cefalosporinov in karbapenemom je proti 
vrstam iz rodu Enterobacter zaenkrat še zadovoljiva, saj je občutljivost za cefepim 82,0 %, 
za karbapeneme pa med 80,0 % in 98,0 %.  
 
 
5.1.5 Občutljivost bakterijskih izolatov rodu Citrobacter 
 
V raziskavi smo testirali 30 izolatov rodu Citrobacter in pridobili podatke, da je 96,7 % 
izolatov bilo občutljivih za kolistin, le en izolat pa je bil proti njemu odporen (slika 18). Od 
testiranih izolatov je imelo 3,3 % izolatov MIK kolistina 0,125 g/mL, 30,0 % 0,25 g/mL, 
43,3 % 0,5 g/mL in 20,0 % 1g/mL. Odporen izolat je imel MIK kolistina 32 g/mL. V 
EUCAST so zbrali rezultate MIK kolistina za 24 izolatov, kjer je imelo 4,2% izolatov MIK 
kolistina 0,125 g/mL, 83,3 % 0,25 g/mL in 12,5 % 0,5 g/mL, detektirali niso nobenega 
odpornega izolata (EUCAST, 2017a).  
 
Pri naših testiranih izolatih, je bila občutljivost za karbapeneme 100,0 %, visoka pa tudi za 
aminoglikozide in fluorokinolone. Med cefalosporini je bila občutljivost izolatov med 60,0 
% in 80,8 % (slika 19). Slabša občutljivost za tretjo generacijo cefalosporinov je delno 
posledica relativno majhnega števila testiranih izolatov, delno pa posledica vključitve 
izolatov iz nadzornih kužnin, ki so bili poslani ciljano na preiskavo za VOB. Naši rezultati 
so primerljivi študiji v Grčiji, kjer so pri izolatih rodu Citrobacter izoliranih v letih med 
1994 in 2006 testirali občutljivost za antibiotike. Vsi izolati so bili občutljivi za kolistin, kar 
visoka pa je bila tudi občutljivost proti karbapenemskemu antibiotiku imipenemu (97,4 %). 
Občutljivost za cefalosporine je bila 73,3 %, za aminoglikozide pa 89,5 % (Samonis in sod., 
2009).  
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Citrobacter je med enterobakterijami tretji najpogostejši povzročitelj okužb sečil takoj za E. 
coli in K. pneumoniae. Iz Indije so objavili retrospektivno študijo pri bolnikih z izolati iz 
urina v letih 2009 do 2010. Teste občutljivosti za antibiotike so opravili z metodo disk 
difuzije na Mueller Hinton agarju. Izmed 809 izolatov, je bila večina odpornih proti 
ampicilinu. Pri okužbah sečil se pogosto uporablja trimetoprim s sulfometoksazolom, ki pa 
je bil slabo aktiven za izolate rodu Citrobacter. Velika večina izolatov je bila odporna tudi 
proti fluorokinolonom, aminoglikozidom in cefalosporinom. Dobra in vitro aktivnost je bila 
ugotovljena za imipeneme. Te visoke stopnje odpornosti v Indiji lahko pripišemo veliki 
uporabi širokospektralnih antibiotikov, ki s selekcijskim pritiskom ohranja odporne seve 
(Metri in sod., 2013). Podatkov o občutljivosti bakterijskih izolatov rodu Citrobacter v 
Sloveniji še ni. 
 
 
5.2 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI GENA mcr – 1 Z VERIŽNO REAKCIJO S 
POLIMERAZO 
 
Prvi odkriti gen, odgovoren za plazmidno posredovano odpornost proti kolistinu je bil gen 
mcr-1. Odkrili so ga pri prašičjem izolatu E. coli na Kitajskem. Od takrat naprej poročajo o 
odkritju mcr-1 pozitivnih izolatov enterobakterij po celem svetu. Izolate so našli pri rejnih 
živalih, v okolju, bolnikih, pri popotnikih, v mesu in zelenjavi ter pri asimptomatskih 
nosilcih (Skov in Monnet, 2016). V Sloveniji plazmidno kodirane odpornosti do letošnjega 
leta še nismo poznali. Tako smo prvi slovenski izolat, ki ima kodirano plazmidno odpornost 
odkrili med laboratorijskim delom za našo raziskavo. Gre za izolat E. coli, izoliran iz seča 
bolnice v mesecu juniju 2017. Pri testiranju občutljivosti z mikrodilucijsko metodo je imel 
izolat MIK kolistina 4 g/mL, odporen je bil tudi proti ampicilinu, gentamicinu in 
trimetoprimu s sulfametoksazolom, občutljiv pa za cefalosporine, karbapeneme, in 
fluorokinolone.  
 
Najstarejši znani humani izolat z genom mcr-1 so retrospektivno odkrili v Vietnamu pri 
otroku z drisko leta 2008. Pri vrsti Shigella sonnei so odkrili neizražen gen mcr-1 (Thanh in 
sod., 2016). Na Kitajskem so s pomočjo baze zbranih genov črevesne mikrobiote analizirali 
prisotnost gena mcr-1 pri 1267 vzorcih blata. Tako so pri pacientih iz Kitajske odkrili 27 
(7,0 %) izolatov z genom mcr-1. Nekateri izolati, so bili izolirani že pred letom 2010, kar 
kaže na razširjenost odpornosti že daleč pred odkritjem prvega gena mcr-1 leta 2016 (Ruppe 
in sod., 2016). 
 
V Evropi so o prvem humanem izolatu z genom mcr-1 retrospektivno poročali iz 
Nizozemske. Izolat E. coli iz leta 2011 je bil izoliran iz krvi. Na Nizozemskem so raziskovali 
prisotnost gena mcr-1 pri popotnikih, ki so jim izolirali bakterije, ki so izločale 
betalaktamaze. Izmed 1847 popotnikov, jih je devet imelo E. coli, ki so izločale 
betalaktamaze razširjenega spektra in so hkrati bile odporne tudi proti kolistinu. Vzorci iz 
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katerih so pridobili izolate, so bili pozitivni brisi rektuma na bakterije, ki izločajo ESBL. Za 
testiranje občutljivosti pa so uporabili sistem Vitek-2 in potrditveni E-test. Gen mcr-1 so z 
metodo PCR detektirali pri šestih izolatih, popotniki pa so prišli iz držav južne Amerike, 
Azije in Tunizije. Ko so jih po 12 mesecih ponovno testirali, so ugotovili, da z odpornimi 
sevi niso več kolonizirani (Bonten, 2015; Arcilla in sod., 2016).  
 
V Združenem kraljestvu so s sekvenciranjem plazmidnih genomov glavnih povzročiteljev 
okužb prebavil iz vrst Salmonella, E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., 
Campylobacter spp. in Shigella spp., v letih od 2012 do 2015 identificirali 10 izolatov z 
genom mcr-1 vrste Salmonella spp. in 3 izolate vrste E. coli (Doumith in sod., 2016).  
 
Iz ZDA so prvič poročali o prisotnosti gena mcr-1 pri kliničnem izolatu E. coli, ki je izločal 
ESBL maja 2016. V raziskavi, kjer so z E-testi testirali občutljivost za kolistin, so pri izolatu 
iz vzorca seča odkrili odpornost z MIK kolistina 4 g/mL. MIK kolistina so potrdili še z 
mikrodilucijo, nato pa še z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času detektirali gen mcr-
1. Slabost te raziskave je bila ta, da je trajala samo tri tedne in tako še vedno nimamo jasne 
predstave kakšna je razširjenosti gena mcr-1 v ameriški populaciji (McGann in sod., 2016).   
 
Kljub temu, da je pojavnost gena mcr-1 pri humanih izolatih trenutno omejena na posamezne 
primere, se je potrebno zavedati, da je prevalenca gena mnogo višja med rejnimi živali. V 
Franciji so v sklopu programa za nadzor občutljivosti za protimikrobna zdravila zbirali 
naključne vzorce blata piščancev, prašičev in puranov. Leta 2014 je tako bil pri 0,5 % 
prašičjih izolatih E. coli in 5,9 % puranjih izolatih E. coli odkrit gen mcr-1 (Perrin-
Guyomard in sod., 2016). Kitajska sodi med največje proizvajalke perutninskega in 
prašičjega mesa na svetu in je ena izmed največjih porabnic kolistina v kmetijstvu. V letu 
2015 so ga porabili 11942 ton, poraba pa bi naj do leta 2021 narasla celo do 16500 ton/leto. 
Z raziskavo, kjer so ugotavljali razširjenost gena mcr-1 pri izolatih E. coli iz vzorcev 
prašičev in njihovega mesa, so dokazali, da je število pozitivnih izolatov z plazmidno 
kodirano odpornostjo v letih od 2012 do 2014 naraslo. Pri piščančjih izolatih E. coli iz 
vzorcev drobovine, je imelo leta 2014 28,0 % izolatov prisotnih gen mcr-1, med prašičjimi 
izolati pa 22,3 % (Liu in sod., 2016).  
 
Kar nekaj dokazov obstaja, da se je odpornost proti kolistinu med ljudi razširila iz živalskega 
sveta. Eden izmed pomembnejših razlogov je prav ta, da je prisotnost plazmidno kodirane 
odpornosti med živalmi višja kot pa med ljudmi. mcr-1 gen je pogosto kodiran na plazmidu 
skupaj z insercijsko sekvenco ISApl1, ki izvira iz bakterije Pasteurella multocida, ki je 
pogost živalski patogen. Prav tako se kolistin veliko uporablja v veterini za preprečevanje 
črevesnih okužb in povečanje produkcije, kar pa ustvarja primerne pogoje za ohranjanje in 
razširjanje odpornih sevov proti kolistinu (Poirel in sod., 2017). 
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Iz pridobljenih rezultatov lahko rečemo, da je v Sloveniji plazmidno kodirana odpornost 
proti kolistinu zelo redka (0,2 %) in sporadična, a obstaja. Zato je potrebna večja pozornost 
pri uporabi kolistina tako v humani kot veterinarski medicini. Potrebno bo redno spremljati 
stanje odpornosti in omejevati rabo kolistina, da preprečimo pojav in širjenje okužb s proti 
kolistinu odpornimi večkratno odpornimi po Gramu negativnimi bakterijami.  
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6 SKLEPI 
 
• Med 409 testiranimi izolati bakterijskih vrst E. coli, K. pneumoniae ter rodov 
Enterobacter in Citrobacter, je bila velika večina (95,8 %) izolatov občutljivih in manjši 
del (4,2 %) odpornih proti kolistinu.  
 
• V raziskavi smo ugotovili, da je 10,7 % izolatov rodu Enterobacter, 6,8 % izolatov K. 
pneumoniae, 3,3 % izolatov rodu Citrobacter in 1,4 % izolatov vrste E. coli odpornih 
proti kolistinu. 
 
• Kolistin je in vitro dobro učinkovit proti testiranim izolatom enterobakterij. MIK50 
kolistina je bil pri vseh izolatih 0,5 g/mL.  
 
• Razporeditev MIK kolistina med posameznimi vrstami je bila zelo podobna in je bila v 
razponu od 0,125 g/mL do 32 g/mL. Največ izolatov je imelo MIK kolistina 0,5 
g/mL. 
 
• Plazmidno kodirana odpornost proti kolistinu je pri slovenskih izolatih enterobakterij 
izjemno redka. V raziskavi smo med 17 proti kolistinu odpornimi izolati našli enega, 
pri katerem smo dokazali plazmidni gen mcr-1.  
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7 POVZETEK 
 
Kolistin je kationski polipeptidni antibiotik, z baktericidnim delovanjem proti večini sevov 
iz družine Enterobacteriaceae, P. aeruginosa in Acinetobacter spp. V humani medicini so 
ga uporabljali že v 60. letih, a so ga nato nadomestili novejši, varnejši antibiotiki kot so 
cefalosporini in karbapenemi.  
 
Hitro naraščajoča odpornost po Gramu negativnih bakterij, danes predstavlja enega izmed 
največjih problemov zdravljenja bakterijskih okužb. Glavni razlog za to, bi naj bila napačna 
in pretirana uporaba antibiotikov. Število enterobakterij, ki izločajo betalaktamaze 
razširjenega spektra vztrajno narašča, prav tako pa se v zadnjih letih pogosto pojavljajo 
različni po Gramu negativni bacili odporni proti karbapenemom. Za zdravljenje le teh nam 
zmanjkuje možnosti, zato se danes vračamo nazaj k uporabi starejših antibiotikov, kot je 
kolistin.  
 
Kolistin se v večjem delu sveta še vedno množično uporablja v kmetijstvu za spodbujanje 
rasti in profilaktično zdravljenje rejnih živali, poraba pa narašča tudi v zdravstvu. Tako že 
poročajo o primerih bolnikov z izolati odpornimi tudi proti kolistinu. Do leta 2015 so 
raziskovalci mislili, da je odpornost proti kolistinu posledica le kromosomskih mutacij, nato 
pa so leta 2015 s Kitajske poročali o odkritju gena mcr-1, kodiranega na plazmidu. 
Odpornost se s plazmidi lahko zelo hitro širi med sorodnimi sevi, zaradi selekcijskega 
pritiska z uporabo antibiotika pa se takšni sevi tudi ohranjajo. Takšno odkritje nas opozarja, 
da smo zelo blizu stanju, ko bolnike okužene z večkratno odpornimi bakterijami ne bomo 
imeli več s čim zdraviti. Da bi zmanjšali širjenje bakterijske odpornosti proti kolistinu, je 
ključno zgodnje odkrivanje odpornih izolatov ter premišljena raba antibiotika.  
  
V magistrski nalogi smo z mikrodilucijsko metodo ugotavljali občutljivost 409 klinično 
pomembnih izolatov vrst enterobakterij, osamljenih iz kliničnih in nadzornih vzorcev urina, 
spodnjih dihal in črevesja pri bolnikih hospitaliziranih v UKC Ljubljana, Splošni bolnišnici 
Trbovlje, na Onkološkem inštitutu ali obravnavanih v zdravstvenih domovih na področju 
osrednjeslovenske regije.  
 
Z mikrodilucijsko metodo in na podlagi interpretacijskih kriterijev EUCAST, smo pri 95,8 
% (392) testiranih izolatih odkrili občutljivost za kolistin, 4,2 % (17) izolatov pa je bilo nanj 
odpornih. Za slovenske izolate enterobakterij lahko rečemo, da so zaenkrat še dobro 
občutljivi za kolistin, saj je bil MIK90 kolistina v območju od 1-2 g/mL. Največ odpornih 
sevov smo odkrili pri izolatih rodu Enterobacter (10,7 %). Eden izmed izolatov odpornih 
proti kolistinu, je bil tudi CRE. Proti kolistinu je bilo odpornih 6,8 % izolatov vrste K. 
pneumoniae, od tega jih je 5 izločalo ESBL, eden pa je bil odporen tudi proti karbapenemom. 
Proti kolistinu je bilo odpornih 3,3 % izolatov rodu Citrobacter in 1,4 % izolatov vrste E. 
coli, noben od izolatov ni bil VOB. Distribucija minimalnih inhibitornih koncentracij je bila 
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med različnimi vrstami zelo podobna in je bila v razponu od 0,125 g/mL do 32 g/mL. 
Največ testiranih izolatov je imelo MIK kolistina 0,5 g/mL. 
  
Pri odpornih izolatih smo z metodo verižne reakcije s polimerazo želeli preveriti prisotnost 
gena mcr-1. Med 17 testiranimi izolati, smo pri enem izolatu E. coli iz vzorca seča detektirali 
gen mcr-1. Gre za prvi odkrit gen mcr-1 v Sloveniji pri humanih izolatih. Tako se je 
Slovenija pridružila vrsti drugih držav po svetu, ki so že poročale o prisotnosti gena mcr-1 
pri svojih izolatih. To odkritje nas opominja, kako pomembno je ustrezno jemanje in kritično 
predpisovanje antibiotikov. V prihodnosti bomo tako morali vzpostaviti dober nadzor nad 
odkrivanjem odpornih sevov, v bolnišnicah pa poskrbeti za pravilno izvajanje standardnih 
ukrepov za preprečevanje razširjanja odpornosti. 
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